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La leucemia linfática crónica B (LLC-B) es un síndrome hnfoproliferattvo caracterizado por la
expansión de una población ctonal de linfoatos B que coexpresan los antigenos CD19 y CD5 Se ha
sugendo que el acumulo de la población ctonal. es debido a una apoptosis disminuida más que a una
elevada proliferación La LLC-B se caracteriza por la diversidad de hallazgos clínicos y la gran
heterogeneidad pronostica Así. mientras algunos pacientes permanecen estables y sin necesidad de
tratamiento, otros presentan un curso clínico agresivo y fallecen a consecuencia de la enfermedad
Los avances en el conocimiento de los mecanismos biológicos de ta LLC-B han permitido
identificar una sene de factores pronóstico que facilitan la detección de ios pacientes que van a
desarrollar un curso clínico agresivo y que, por ello con más probabilidad, van a requerir tratamiento
Sin embargo, tos tratamientos actuales para la LLC-B no ofrecen curación para la mayoría de los
pacientes y. en cambio, presentan efectos secúndanos adversos Por estas razones la posibilidad de
contar con un ensayo m vitro que pudiera predecir la respuesta clínica a un agente concreto seria de
enorme valor en la selección de fármacos en pacientes con LLC-B
En este trabajo se ha determinado la apoptosis m vitro espontánea e inducida por fármacos
(dorambucil. fludarabma y 2-clorodeoxiadenosina) en linfocitos B de sangre periférica de pacientes
con LLC-B Se ha utilizado una técnica novedosa de crtometría de flujo para la detección de las
células apopléticas que permite cualificarlas de una forma objetiva sensible y rápida Los resultados
muestran la inducción de apoptosis por los fármacos utilizados, correlacionándose unos índices bajos
de apoptosis con factores de mal pronóstico Finalmente se ha observado que los análogos de
punna. a diferencia del dorambucil. tienen una respuesta m vitro que se correlaciona con su
respuesta m vivo, lo que permite plantear en un futuro la utilización de ensayos predtctivos m vitm de
respuesta terapéutica en pacientes de LLC-B
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adecuadas para ser admitido como Tesis para optar al grado de Doctor por el Departamento de
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La leucemia linfoidc crónica de células B (IJ.t-B) es una enfermedad
11 n Ibpro I i ferali va crónica caractcn/iida por la acumulación progresiva de linfocitos H
momx. loríales ik- ÍIN pecio maduro, funcional mente incom pélenles (kipps TJ. 2(X)2; Raí
K.K. 2000a). Représenla más del 95% de las LLC De acuerdo con la clasificación de la
Organización Mundial de la Salud (OMS) se considera una enfermedad idéntica, aunque
en diferente estadio, al linfoma linfodtico difuso de células I) pequeñas ((larris NI
1999).
2. EPIDEMIOLOGÍA
Es la leucemia más común en los adultos del mundo occidental, más frecuente
en varones de raza blanca (Hernández JA, 1995). Afecta sobre todo a personas de edad
avanzada con una mediana de edad al diagnóstico de 70 años pero no es excepcional
detectar la enfermedad entre los 30 y los 40 años (Hernández JA. 1995; Montserrat E,
1991). La etiología se desconoce. Se ha intentado relacionar con factores ambiental rs. o
hereditarios sin que existan pruebas definitivas (Prcston 1)1.. 1994; Yuillc MR, 2000).
3. CLÍNICA
La presentación clínica es variable, desde el paciente asintomático cuyo
diagnóstico se sospecha al realizar analíticas rutinarias (25%). hasta el que presenta
síntomas tipo B (astenia intensa, perdida de peso, sudoración nocturna y fiebre} (5-
10%), siendo la consulta más común la aparición de adenopatías (Kipps TJ. 2002; Raí
KR. 2000). Ocasionalmente la presentación clínica tiene relación con la deficiencia
inmunológica en forma de infecciones, con fenómenos autoinmunes como anemia
hemolítica o trombopenia inmune o raramente con reacciones exageradas a la picadura
de insectos (Weed RI. 1965).
En la exploración física el hallazgo más común es la presencia de adenopatías en
número, características, tamaño y localización variable, seguidos de esplenomegalia y
hepatomegalia. También es posible la afectación de órganos linfoides extraganglionares
1
como el anillo de Waldeyer y más excepcional mente de otros órganos como la piel
l kipps IJ. 2<Mi:. K.u KK. 2»MMh | .1 r.uiiognfll de tórax \ !.i tomo^rafia compu1cn/;ul:i
(TC) pueden poner de manifiesto la afectación del mediastino, retropenlonco o
mesenterio (Kipps TJ, 2002).
La alteración de laboratorio mas habitual es la linfocilosis. generalmente
> 10.000/^1 y frecuentemente >100.000/uJ de células de aspecto maduro que representan
el 50-100% de los leucocitos y que a veces adquieren aspecto deformado al extender la
muestra de sangre sobre el porta (Smudgc cclls). I Ha minoría pueden ser prolinfocitos .
Otras anomalías (recuentes son anemia y trombopenia. La biopsia de médula ósea,
aunque no es imprescindible para el diagnóstico, demuestra un porcentaje de linfocitos
> 30% de las células nucieadas (Kipps TJ. 2002; Rai KR. 2000). En la biopsia
gangiionar, si se realiza, se reconocerá el patrón de linfoma linfocilico difuso de células
pequeñas (Harrís NL, 1999). Otras anomalías de laboratorio son de naturaleza
autoinmune como la anemia hemolitica Coombs directo positivo, la trombopenia
autoinmune, agianulocitosis, aplasia pura de la serie roja (Dichl I I . 1998>. Ks frecuente
a lo largo de la enfermedad la aparición de hipogammaglobulinemia y la respuesta
defectuosa frente a infecciones y vacunaciones, que incrementan la vulnerabilidad de
estos pacientes a infecciones bacterianas por organismos cncapsulados y bacterias
gramnegativas (Morrison VA, 1998). Raramente se observa un pico monoclonal.
usualmente IgM y es frecuente, pero inespecífica. la presencia de niveles elevados de
láctico dehidrogenasa sérica (LDM) y de beta-2 microglobulina
4. ENMUNOFENOTÍPO
Los linfocitos de la LLC-B morfológicamente se parecen a linfocitos maduros de
individuos sanos. Sin embargo, los linfocitos de la LLC-B son clónales y representan
células B detenidas en el proceso de diferenciación en algún estadio intermedio entre
células pre-B y células B maduras que han sufrido activación por el contacto con el
antígeno (Damle RN, 2002).
Las tres características fenotípicas de la LLC-B (Freedman AS. 1990: Kurec AS.
1992)son:
Intnului L tun
a. Niveles extremadamente bajos <Jc inrnunoglobuJinu de superficie (IgM o
IgM e IgD) con presencia de cadena hycu kappi o lamhda pero no las
dos.
b. Expresión de uno o más amigenos asociados a células B: CD19. CD20
(leve).CD21.CD23.CD24.
c. Expresión de CDS. un antígeno habiiualmcnte asociado a células T.
Las células forman rosetas con hemalíes de ratón y expresan HLA-DR. lis
variable la expresión de receptores para el fragmento Fe de las inmunoglnhulinas.
receptores de interleucina 2 (p55. p75), IL-3, G-CSF. CM-CSF, factor de necrosis
tumoraJ (TNF). interina CD11 y moléculas de adhesión (1)54. CD58 y L Selectina
(Trcntin L, 1994; Hanson CA, 1990; De Rossi G, 1993).
Se ha descrito un grupo de pacientes con LLC-B que no expresan CD5, pero su
relación con la forma clásica es incierta (Huang JC, 1999). Por otra parte, un pequeño
porcentaje de células B maduras en sangre periférica de los individuos normales
expresan CDS y tienen muchas o todas las características de las células de la LLC-B
incluida la monoclonalidad (Rawstron AC. 2002); pueden también estar presentes en la
zona del manto de los ganglios y en el bazo fetal. Los linfocitos B CD5+ se encuentran
aumentados en algunas enfermedades autoinmunes (Plater-Zyherk (\ 1985).
5. CITOGENÉTICA
La mayoría de las células leucémicas en la LLC-B se encuentran en fase Go y
por tanto con un número de metafases pequeño, por lo que las técnicas convencionales
citogenéticas (G-banding) son poco rentables. Ha sido necesario utilizar mitógenos que
estimulen los linfocitos en cultivo para conseguir realizar el cariotipo. Con ello el 40-
70% de las LLC-B tienen anomalías cromosómicas siendo las más frecuentes la
trisomía 12. 14q+ y t(ll;14) (Juliusson G, 1993). Cuando se utilizan técnicas de
hibridación in situ fluorescente (FISH), el porcentaje de anomalías cromosómicas
supera el 80% siendo las más frecuentes en orden descendente del 13q-. del llq-.
trisomía 12. del 17p- (Dohner H, 2000). Las alteraciones genéticas están restringidas a
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las células B y pueden adquirirse con el tiempo en mus de un tercio de los
detectándose el cambio más frecuente en la delección 1 Iq- (legan C,
ó. DÍAGNÓSTICO
Los requerimientos establecidos por I"hc National Cáncer Institutc Sponsored
Working Group (NCI-WG) (Cheson BD. 1988; Cheson BD. 1996) para realizar el
diagnóstico son:
a. Una linfocitosis absoluta en sangre periférica 25.000/^ .1 con una población
predominante de linfocitos pequeños, maduros en apariencia, mantenida al
menos cuatro semanas.
b. Una biopsia de médula ósea normo o hipcrcelular que muestra al menos 30% de
linfocitos sobre el total de células nucleadas.
c. Un fenotipo monoclonal de células B expresado en la población linfocitaria:
bajos niveles de inmunoglobulinas de superficie, cadena ligera K Ó K, expresión
del antigeno CD5 y positividad para uno o más antígenos asociados a célula B
(CD19, CD20 [leve], CD2I, CD23.CD24)
La afectación de la médula ósea excluye la necesidad de repetir a las cuatro
semanas el recuento de sangre periférica ya que la médula ósea no sufre alteraciones en
los procesos reactivos infecciosos.
Otro grupo de trabajo. The International Workshop on CLL (IWCLL. 1989).
propone los mismos criterios pero exige una cifra de linfocitosis absoluta >10,000/^1 si
no puede realizarse estudio fenotípico. Por último, The FAB Cooperative Group
(Beruiet JM. 1989) establece el término LLC tipo mixto cuando >10% de células en
sangre son grandes (o prolinfocitos). pero el interés de este subgrupo no es compartido
por todos los autores (Rai KR, 2000).
Debe realizarse el diagnóstico diferencial con procesos infecciosos (linfocitosis
reactiva) y con varias enfermedades malignas linfoproliferalivas (Rai KR. 2000; Kipps
TJ. 2002) como son: linfoma linfocítico de células pequeñas, linfoma linfoplasmocítico.
linfoma del manto, linfoma esplénico de la zona marginal, leucemia de células peludas.
Introduce
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leucemia de linfocitos granulares grundev IHÍCOMN lungmdc. hnfonWleuccmia de
células T del adulto, leucemia prolinfocílica y LLC de células T.
7. HISTORIA NATURAL
Existe una creencia muy extendida de que la LLC es una enfermedad indolente
con un curso de 10-20 años y que la muerte del paciente no suele guardar relación con
la enfermedad neoplásica, pero ello ocurre en menos de un tercio de los casos Algunos
pacientes tienen un curso agresivo y mueren rápidamente en 2-3 años desde el
diagnóstico y la mayoría lo hacen en 5-10 aflos con un inicio indolente y una fase
terminal de 1-2 años donde predominan las complicaciones de la enfermedad o del
tratamiento. Las causas más frecuentes de muerte son infecciones, hemorragia y
caquexia (Kipps TJ, 2002; Rai KR, 2000). Tampoco es infrecuente la transformación
maligna como acontecimiento terminal, no siempre clonalmente relacionada. Los
tumores de aparición más frecuente son la leucemia prolinfocílica (la más común), el
linfoma difuso de células grandes B (Síndrome de Richtcrl. la enfermedad de Hodgkin.
el mieloma múltiple, la leucemia aguda miclobláslica, el síndrome miclodisplasico y los
segundos tumores sólidos. Es excepcional la transformación en leucemia aguda
linfoblástica (Kjcldsberg CR, 1981; (ules FJ. 1998; Travis LB, 1992; Hisada M. 200U
Kipps TJ, 2002; Rai KR, 2000).
8. ESTA DIO CLÍNICO Y OTROS FA CTORES PRONÓSTICOS
La historia natural de la LLC es extremadamente variable con supervivencias,
desde el diagnóstico, que oscilan entre 2 y 20 años. Según esto, se ha considerado la
enfermedad como "agresiva" o "indolente", por lo que es importante encontrar factores
pronósticos que puedan predecir la evolución, permitan clasificar a los pacientes por
grupos pronósticos y. a la vista de los tratamientos actuales más eficaces, poder
seleccionar los pacientes que deben ser tratados y el momento más adecuado f Shanafelt
TD. 2004).
8.1. Factorex promhtU:o\ ilá\ito\
• Estadio din ico.
I-a mayoría de las clasificaciones por grupos pronósticos se han basado
en el concepto de que la acumulación de células tumorales en la LLC es gradual
y progresiva, que comienza en la médula ósea y sangre y progresivamente afecta
a los ganglios, hígado y ha/o para terminar comprometiendo la función de la
medula ósea. Los sistemas de clasificación mis relevantes son:
a. La clasificación de Rai. más utilizada en Estados Unidos, tiene en cuenta
la presencia de adenopatías. visceromegalias y si existe o no anemia o
trombopenia (Rai K.R, 1975). Esta clasificación (Tabla 1) tiene en cuenta
una cifra de linfocitos > 15.000/uJ y un porcentaje de linfocitos medulares
>40% aunque siguiendo las recomendaciones de ia NCI-WG (Cheson
BD, 1988; Cheson BD, 1996) y de la IWCLL (IWCLL, 1989). los
mismos autores recomiendan que estos niveles sean modificados a
>5.000/ul y >30% en sangre y médula ósea respectivamente (Rai KR,
2000). La mediana de la supervivencia correlaciona inversamente con el
estadio clínico (Tabla 1), Teniendo en cuenta que cinco estadios parecen
engorrosos para planear ensayos terapéuticos, los autores hicieron una
modificación de su clasificación original más simple y de igual ni tero
pronóstico: riesgo bajo (estadio 0), riesgo intermedio (estadios I-II) \
riesgo alto (estadios III-IV) (Rai KR, 1987),
b. Clasificación de Binet. más utilizada en Europa, distingue 3 estadios
según el número de territorios linfoides afectados (ganglios cervicales,
axilares e inguino-femorales. e hígado y bazo) y la presencia o ausencia
de anemia y trombopenia (Binet JL. 1981). La mediana de supervivencia
correlaciona igualmente con el estadio clínico (Tabla 2). Ambos sistemas
son semejantes pero en la clasifición de Rai hay menos pacientes que se
consideren en la categoría de bajo riesgo.
Introducción
Tabla I. Clasificación át Rui







SI "lamente linfociUms. en tangir (>I5.0O0/UJ)
y médula ósea (>40H de linfocito»)*
I mfocitosis y lmfadenopalia.%
Linfocitost» y hepatotnegalia y/o esplcnomegalia
Los ganglios pueden estar o no aumentados de lama/lo
Linfocrtosis y anemia (hemoglobina <l Ig/dl ó hematoento <33%)
Los ganglios, bazo e hígado pueden estar o no aumentados de tamaño
Linfocitosis y trombocitopenia (plaquetas < 100. 000/u.l)
Puede haber o no anemia y aumento de tamaño de los órganos






* En la actualidad se acepta como estadio 0. linfocilosis en sangre periférica >5-IO 000/>il
y linfocitosis medular >30° •








Plaquetas > 100 000 MI
Hemoglobina <\úgdi
Plaquetas' 100.000^1
< 3 áreas ganglionares aumentadas de lamaflo*
¿ 3 áreas ganglionares aumentadas de tamaño







* Se explorará cada una de las áreas ganglionares siguiente* (unilateral t> bilateral mente)
cervical, axilar, inguinal: bazo e hígado cuentan como un área
* • Supervivencia equivalente a la de la población normal para la edad y el sexo
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c. Otros sistemas de clasificación son mas complejos y de difícil aplica*, ion
Qui/a hay que destacar lu recomendación del IW( I I Je mtcpai en un
mismo esquema la clasificación de Raí y la de Btnct (cj AO. Al. Mi iU
Bll.l III. ClVMlWC IX, 1989).
Con el transcurso del tiempo los pacientes tienden a progresar de estadios
tempranos a intermedios o avanzados , sin embargo, si se alcanza remisión completa o
parcial con el tratamiento y el paciente pasa de una categoría alia a otra más favorable,
el pronóstico mejora y se ajusta a la categoría última alcanzada
• Otros factores pronósticos clásicos
Los sistemas de clasificación de Raí y Binet son útiles pero limitados
Son capaces de identificar los estadios III y IV de Rai y C de Binct que siempre
tienen mal pronóstico, pero no de diferenciar qué pacientes van a evolucionar de
forma agresiva en los grupos de riesgo bajo e intermedio (estadios 0.1. II de Raí
y A y B de Binet). En este sentido, el Grupo Cooperativo Francés de LLC
concluye que los pacientes en estadio A de Binet que tienen una hemoglobina
>12g/dl y una cifra de linfocitos periféricos <30.000/ul tienen una supervivencia
igual a la población general francesa de igual edad y sexo (FCG-CLL, 1990a)
auque ello haya sido puesto en duda por otros autores (Raí KR. 2000).
liempo de duplicación de linfocitos (TDL): los pacientes que duplican la
cifra de linfocitos en un tiempo >I2 meses tienen mejor pronóstico que los que
lo hacen en <I2 meses (Montserrat B. 1986; Molica S. 1987). Este análisis es
retrospectivo y su consideración puede retrasar el tratamiento en algunos
pacientes con enfermedad agresiva.
Patrón histológico de la médula ósea: el patrón de afectación difuso tiene
peor pronóstico que el resto de patrones nodular, intersticial y mixto (Rozman C,
1981;RozmanC, 1984).
Los trabajos del Grupo de Barcelona concluyen que en los pacientes en
estadio A de Binet, una cifra de linfocitos en sangre <30.0O0/ul. un tiempo de
duplicación linfocitaria de >12 meses, una hemoglobina >!3g/dl y una biopsia
de médula ósea mostrando un patrón de afectación no difusa (Ll.C
8
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"smoldcnng"), está asociado con una supervivencia similar a la población
general española de igual sexo y edad (Montscrrai E, 1993).
p-2 microgtobutina: los niveles séricos correlacionan con el estadio
clínico (Spati B, 1980).Aunque estudios retrospectivos encuentran un valor
predictivo en análisis multivariable. otros prospectivos no confirman dicho vaJor
como variable independiente del estadio clínico (Giles FJ. 2003; Molica S.
1999).
Otros factores como la edad y sexo (Dichl LF, 1999; Mauro FR. 1999). el
número absoluto de linfocitos (Rozman C. 1982). la morfología y tamaño de los
linfocitos (Vallespi T. 1991). los niveles de láctico dehidrogenasa sérica (Han T.
1985) y otros, no está claro que tengan un significado pronóstico definido.
8.2. Factores Pronósticos Recientes
• Análisis cromosómicos
Los pacientes con cariotipo normal o anomalías 13q- tienen mejor
supervivencia que los pacientes con trisomía 12 o cariotipo complejo (Juliusson
G, 1990) después de controlar la edad y el estadio. En un estudio reciente con
técnicas de F1SH se encontró por análisis multivariable que los pacientes que
tenían del 17p* y del llq- tuvieron una supervivencia más corla que los
pacientes con del 13q-. trisomía 12 o cariotipo normal (Dohncr H. 2000). Estos
resultados contrastan con los de otros autores (García Marco JA. 1996).
El gen p53 está localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y es
inductor de apoptosis Su disregulación puede ser debida a anomalías en el
cromosoma 17 y 11 y predice la respuesta a análogos de purina. Su disfunción
está presente en el 26% de los pacientes y es más frecuente que las anomalías del
cromosoma 17 y 11 (Dohner H, 2000). Ya que la adquisición de nuevas
anomalías cromosómicas puede producirse durante el curso de la enfermedad
(evolución clonal). y modificar la agresividad de la enfermedad, puede estar
indicado el uso de técnicas de interfase FISH al diagnóstico y durante la
evolución (Shanafelt TD, 2004).
• Estado mutauonal de la región variable de la cadena pe\ada de
mmunoglobulinas (I h)
Aunque históricamente se había pensado que las células de la I 1 < B
representaban la transformación de linfocitos H naTvc del centro gcrmtnal que ni)
sufrían exposición antigénica, varios esludios han encontrado que la mitad de los
pacientes exhiben mutación somática de las cadenas de inmunoglohulinas que
sugiere su origen en las células B de memoria del centro germinal. \:,n 1999 dos
publicaciones simultáneas comunicaron el significado pronóstico de] oslado
mutacionaJ de IgVh. separando así dos tipos de LLC (Damle RN. 1999; Hamblin
TJ, 1999):
a. La que se desarrolla en las células B naívc del centro germinal con genes
ígVh no mulados (30-40%) y que se acompaña de anomalías
cromosómicas desfavorables, alta expresión del CD38, estadio clínico
avanzado, menor respuesta al tratamiento y menor supervivencia.
b. La que se desarrolla en las células B de memoria del centro post-
geiminal con genes IgVh mutados (60-70%) y que se acompaña de
anomalías cromosómicas más favorables, expresión más baja de ('1)38.
estadio clínico más precoz y excelente supervivencia. I>a presencia de
genes IgVh no mutados se asoció en una serie a una desventaja en la
mediana de supervivencia de 18 anos cuando se comparaba con la de los
pacientes con genes IgVh mutados en estadio A de Binet (8 v.t 25 años»
(Hamblin TJ, 1999) y en otra a un riesgo de muerte cinco veces mayor
(Krober A, 2002). Además los pacientes con genes IgVh no mutados
tienen un riesgo más elevado de recaída post-transplantc de células
madre (Ritgen M, 2003). La dificultad técnica y el alto coste de esta
prueba hace necesario encontrar substitutos más rápidos y baratos
• Expresión CD38: aunque estudios iniciales sugerían una relación
entre la presencia de genes no mutados IgVh y una expresión más alta de
CD38 con un valor pronóstico semejante en cuanto a la mediana de
supervivencia (Hamblin TJ, 1999), estudios posteriores no han
confirmado el podeT predictivo del CD38 como indicador del estado
10
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de curar la enfermedad I s dudoso que los nuevos tratamiento! con análogos de punna
y el trasplante de medula ósea, capaces de conseguir mayores ia_\ax de remisión
completa, sean también capaces de alcanzar una supervivencia más prolongada, una
menor tasa de recidivas o un mayor porcentaje de curación Por tanto, los pacientes con
LLC "smoldcring" no deben ser tratados (Montserrat E, 1993; Krench Cooperáis ve
Group of LLC, 1990a) y sólo sometidos a observación periódica estrecha tínicamente
estará indicado el tratamiento en pacientes que presentan determinadas características
(Cheson BD. 19%; IWCLL. 1989):
1. Anemia y/o trombopenia no autoinmunes (Estadios III y IV de Rai o
C de Binet).
2. Síntomas relacionados con la enfermedad: astenia intensa, perdida de
peso, fiebre, sudoración nocturna o adenopatías dolorosas.
3. Enfermedad progresiva; tiempo de duplicación de linfocitos <6
meses y/o adenopatías o visceromegalias de rápido crecimiento.
4. Es más dudosa la indicación de tratamiento en anemia y/o
trombopenia autoinmune con pobre respuesta al tratamiento
esteroideo o infecciones repetidas por hipogammaglobulincmia
grave.
El Instituto Nacional de Cáncer en Kstados Unidos (Cheson BD, 1996) y el
Workshop International en leucemia Linfoide Crónica (1989), han definido criterios de
respuesta al tratamiento:
1. Remisión Completa: todos los siguientes criterios presentes al menos durante
2 meses:
a. Ausencia de síntomas atribuibles a la LLC
b. Ausencia de adenopatías y visceromegalias.
c. Cifra de linfocitos <4.000/uJ
d. Cifra de neutrófilos >1.500/^1
e. Cifra de plaquetas > 100.000/ul
f Cifra de hemoglobina > 11 g/dl (no transfundido)
12
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g. untadlos en medula ósea <30% con ausencia de nodulo*
linfoides
2. Respuesta Parcial: los dos criterios siguientes al menos durante 2 meses:
a. Una reducción de adenonatías o hepatomegalia de al menos 50%
b. Cifra de neutrófilos >1 500/ul o de plaquetas >100.000/uJ o de
hemoglobina >1 lg/dl o mejoría de estos parámetros del 50%. sin
ayuda de transfusiones, con respecto a los valores pretratamicnto
La presencia de agregados linfoides en la biopsia de médula ósea, cuando esta se
realiza, caiegonza la respuesta del paciente como remisión parcial nodular (Robcrlson
LE. 1992).
3. Enfermedad Progresiva: definida por la presencia de uno o más de los
siguientes criterios:
a. Aparición o incremento de al menos el 50% del tamaño de los
ganglios o visceras.
b. Aumento de al menos el 50% de la cifra de linfocitos en sangre
periférica.
c. Transformación tipo Richter o leucemia prolinfocítica.
4. Enfermedad Estable se define como la que alcanzan los pacientes que m>
tienen remisión completa o parcial ni progresión de la enfermedad.
El "International Workshop" en Leucemia Linfoide Crónica (1989) establece los
mismos criterios para definir Remisión Completa y define Respuesta Parcial.
Enfermedad Progresiva o Enfermedad Estable, como el cambio en un sentido u otro o la
persistencia en los estadios de Bino i
9.1. Quimioterapia
• Agentes alquilantes y/o corticosteroides
El tratamiento clásico de la LLC ha consistido en la utilización de
clorambucil o ciclofosfamida con o sin corticosteroides. La eficacia de ambos
agentes alquilantes se considera similar (Huguley CMJ, 1977), aunque la
ciclofosfamida es más apropiada en los pacientes que presentan trombocitopenia
13
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importante. Su administración dehc mantenerse, v>lamenic, huta conseguir una
máxima respuesta clínica estable y la recurrenaa de la enfermedad puede ser
subsidiaría de nuevo tratamiento. Su administración puede ser diaria o
intermitente y los efectos secundarios son bien conocidos (Rai K.R, 2000, kipps
TJ, 2002). Es difícil que la falta de respuesta a un agente alquilante pueda
subsanarse con la utilización de otro agente del mismo grupo (Rui KR. 2000)
Debe recordarse que son fármacos paliativos en estadios avanzados y que no
aumentan la supervivencia cuando se han utilizados en pacientes asintomálicos
en estadios precoces (Shustik C. 1998; Dighicro G. 1998) aunque el número
global de respuestas pueda estimarse en un 80% (RC 15%. R? 65%) (Han T.
1973; Sawitsky A, 1977; Keller JW, 1986).
Los trabajos que han comparado clorambucil o prednisona con la
combinación de ambos fármacos, demuestran que la combinación consigue
mejores respuestas que los fármacos por separado, pero no impacta en la
supervivencia (Han T, 1973; Sawitsky A. 1977). No obstante, en un estudio en
que el clorambucil como fármaco aislado en dosis altas se comparó con
clorambucil (en pauta intermitente y dosis "convencional") y prednisona, las
ventajas se observaron en el grupo de pacientes que recibieron el fármaco
aislado (Jaksic B, 1988). La utilización aislada de corticostcroidcs en dosis
elevadas puede conseguir respuestas parciales temporales en pacientes
refractarios a otros tratamientos (Thomton PD, 1999). Es reseñablc un
incremento paradójico y transitorio inicial del número de linfocitos.
Otros regímenes de poliquimioterapia que contienen ciclofosfamida y
prednisona con fármacos de otros grupos, vincristina o adnamtcina. también han
sido efectivos (Liepman Mt 1978; Keating MJ. 1990). Los ensayos terapéuticos
que comparan clorambucil y prednisona con ciclofosfamida. vincristina y
prednisona (CVP) no han demostrado diferencias en las respuestas o en la
supervivencia (FCGCLL. 1990b; Raphael B. 1991). Tampoco los estudios que
comparan ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y prednisona (CHOP) con
clorambucil y prednisona han supuesto un avance importante ya que o bien sólo
han demostrado beneficios en el porcentaje de respuestas (Hansen MM, 1991;
Kimby E, 1991) o incluso la respuesta y supervivencia han sido peor en el grupo
que recibía poliquimioterapia (Jaksic B. 1997). Un estudio que comparó CHOP
con CVP refiere ventajas en la supervivencia en los pacientes tratados con
14
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CHOP pero su validez es dudosa dada la baja supervivencia que se obtuvo en e)
grupo que recibió CVP comparada con otras señes (FCGCLL, 1989) Otra»
formas de poliquimioterapia semejantes no han aportado ventajas cwJcntcs
i Kcating MJ. 1988; Kcmpin S. 1982).
• Análogos de purina
Es un grupo de fármacos que han demostrado actividad en los tumores
linfoides de crecimiento lento. Hl más estudiado ha sido la fludarabina pero
también se han publicado experiencias con cladríbina (2-clorodcoxiadcnosina. 2-
CdA) y pentostatina (2-deoxicoformicina, DCF).
a. Fludarabina
En los pacientes tratados previamente con agentes alquilantes la
utilización de fludarabina consigue una respuesta global superior al 50%
(Keating MJ, 1989). En este mismo grupo de pacientes, la fludarabina
asociada a esteroides tiene respuestas similares con mayor número de
infecciones (O'Brien S. 1993). En los pacientes no tratados previamente, la
fludarabina ha conseguido un alto número de respuestas globales (superior a
2/3) y completas (superior a 1/3) (Keating MJ. 1993; Keating MJ. 1998) In
una reciente publicación (Rai KR, 2000) se compara fludarabina.
clorambucil y ambos, en 544 pacientes, obteniéndose respuestas completas
en 20%, 4% y 20% respectivamente y respuestas globales en 63%. 37% y
61% con una mediana de duración de la respuesta mayor en el grupo de
fludarabina que en el de clorambucil. pero supervivencias semejantes de 66.
56 y 55 meses respectivamente. Este trabajo y otros previos indican que
aunque las respuestas a fludarabina son superiores a las conseguidas con
agentes alquilantes, los pacientes recaen en 2-3 años y así no están claras las
ventajas en la supervivencia (Keating MJ, 1993; Keating MJ. 1998; Rai KR.
2000). En el último estudio comparativo referido, la toxicidad hcmatológica
fue mayor en el grupo de combinación seguida del grupo que recibió
fludarabina, siendo mejor tolerados los agentes alquilantes como fármaco
único (Morrison VA, 2001), Ademas. la combinación de agentes alquilantes
y análogos de purina derivó en una mayor tasa de leucemia mieloide y




l.i mayor morbilidad asociada a fludarahina es la inmunosuprcMon >a
que se produce una disminución a menudo pcrsiMcnic de células I I'IW*
que posibilita las infecciones oportunistas. También es de destacar una
mayor incidencia de fenómenos auiommuncs (Mymi H. 1995) y la
posibilidad de síndrome de lisis tumoral (Chcson BIX 1998) y de injerto
contra huésped post-lransfusional (Briz M. 1995), pero no de segundas
neoplasias (Chcson BD 1999). Los trabajos comparativos entre fludarabina y
combinaciones de poliquimiotcrapia arrojan cifras semejantes en respuesta y
supervivencia (Johnson S. 1996; Leporrier M. 2001).
b. 2-Clorodeoxiadenosina (Cladríbina)
Es un análogo de purina que ha demostrado resultados semejantes a
fludarabina alcanzando respuestas globales importantes en pacientes
tratados previamente con alquilantes (Saven A, 1991; Karlsson K. 2002) y
mejores respuestas globales y completas en los pacientes no tratados
previamente (Saven A 1995, Karlsson K, 2002), pero no parece ser útil en
los pacientes refractarios a fludarabina (O'Brien S, 1994). En un estudio
multicéntrico comparativo entre cladribina y prednisona frente a
clorambucil y prednisona se observó mayor porcentaje de respuestas y
toxicidad en el grupo que recibió análogos de purina pero con una
supervivencia semejante (Robak T. 2000).
c. Pentostatina
Del grupo de los análogos de purina es el menos expenmentado aunque
parece menos eficaz (Ho AD. 1990),
• Combinación de análogos de purina y agentes alquilantes
La combinación de fludarabina y clorambucil frente a fludarabina aislada
presenta respuestas semejantes, pero con mayor toxicidad (Rai KR, 2000). 1.a
combinación de fludarabina con ciclofosfarnida o con ciclofosfamida y
mitoxantrona. parece obtener un mayor porcentaje de respuestas globales y
completas (incluso moleculares), aunque con mayor incidencia de efectos
secundarios hematológicos (O'Brien S. 200la. Bosch F. 2002).
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t t asociación de cladribina, ciclofosfomida y prcdnisona urnbicn ha
conseguido un porcentaje importante de respuestas globales (Ijiurcncci IM
1999).
9.2. Anticuerpos Montn tonales
Se dirigen frente a anügcnos diana de la superficie de las células ncoplásicas.
Los más experimentados y de momento más útiles son anti CD20 y anli CD52.
- Anti í D20 (Rituximab)
De utilidad bien demostrada en los linfomas foliculares y menos útil en la
LLC-B debido a la baja expresión del antígeno CD20 en esta enfermedad. Como
tratamiento aislado consigue sólo respuestas parciales pero la combinación con
quimioterapia ha aumentado su eficacia. Como tratamiento inicial o de rescate se
han publicado respuestas parciales en 2/3 y 1/3 de los pacientes respectivamente
(Hainsworth JD, 2003; O'Brien S, 2001b). Es destacable la posibilidad de
presentación del síndrome de lisis tumoral (Yang H, 1999) y de un síndrome de
liberación de citocinas (Winkler U, 1999) que puede conducir a hipotensión y
muerte y que puede prevenirse administrando el fármaco en infusión lenta
• Anti CDS2 (Atentuzumab. Campalh-1 H)
Activo frente a LLC y leucemia prolinfodlica. ha sido aprobado por la
FDA para pacientes que no responden a agentes alquilantes y fludarabina
(mutación p53) en lo que consigue 1 /3 de respuestas globales, algunas completas
(Keating MJ, 2002: Rai KR. 2002) Incrementa la susceptibilidad a infecciones
oportunistas recomendándose estrategias profilácticas. Es poco efectivo en
enfermedad "bulky" pero especialmente útil en enfermedad residual medular
donde puede conseguir negativización molecular (Dycr MJ. 1997).
9.3* Anticuerpos monoclonales y quimioterapia
La combinación de fludarabina y rituximab en pacientes no tratados previamente
puede conseguir un 90% de respuestas globales y casi un 50% de respuestas completas
siendo los resultados inferiores cuando la administración de ambos fármacos es
secuencia] (Byrd JC, 2003). La administración conjunta de fludarabina, ciclofosfamida
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y rítuximab consigue todavía mejores resultados con cifras de 95%. y 75%
respectivamente, con respuesta molecular en la mitad de los pacientes que alcanzan
remisión completa (Kcating MJ, 2003). También han sido descrito» resultados
esperan/adores en los pacientes tratados previamente ((¡arda-Mañero G. 2001). Los
efectos secundarios más importantes son citopenia e infecciones.
Alcnluzumab también se ha combinado con fludarabma o rítuximab en pacientes
refractarios o recidivantes con respuestas prometedoras (Kennedy B. 2002; Kadcrl S.
2003).
9.4. Trasplante de células hematopoyétkas
El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) no se ha utilizado
ampliamente, La edad avanzada de los pacientes limitaba el trasplante alogénico y hasta
la aparición de los análogos de purina, no fue posible la obtención de progenitores
hematopoyéticos sin contaminación tumoral. Unos pocos estudios han evaluado la
eficacia del trasplante alogénico y autólogo en la LLC. Hstos trabajos están limitados
por el pequeño tamaño de las muestras, la ausencia de seguimientos a largo plazo y la
falta de grupo control en tratamiento farmacológico.
• Trasplante Ahgénico
Varios estudios han demostrado una elevada probabilidad de remiMmi
completa incluso molecular en pacientes con enfermedad refractaria o
recidivante (Michallet M. 1991; Rabinowe SN, 1993; Khouri IF 1994). Una
revisión que incluyó 54 pacientes que recibieron un trasplante de hermano HLA
idéntico, demostró que la probabilidad de supervivencia a los 3 años era del
46%, pero casi la mitad de los pacientes murieron de complicaciones
relacionadas con el tratamiento, la mayor parte de enfermedad injerto contra
huésped (EICH) {Michallet M. 1996). Es incierta la evolución de estos pacientes
si hubieran sido tratados solo con terapia farmacológica pero ¡os datos sugieren
que quizá los candidatos más adecuados puedan ser pacientes jóvenes resistentes
a fludarabina ya que es bien conocido que este subgrupo de enfermos tienen muy
mal pronóstico (Seymour JF, 1995) y algunos estudios sugieren un menor
desarrollo de EICH y mayor supervivencia cuando antes del trasplante se han
utilizado análogos de purina {Khouri IF. 1997).
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• Trasplante no mieloablativo iminitrasplantt)
Ha sido sugerido para intentar evitar la toxicidad de la quimioterapia
intensiva y explotar el posible efecto injerto contra leucemia, l-n un estudio de
30 pacientes que recibieron terapia acondicionante con Hudarabina. busulfán y
globulina antitimocitica, el transplante alogénico alcanzó remisión completa en
un 40% y supervivencia libre de progresión a los 2 años del 67% (Schctclig J,
2003). Estos resultados sugieren su posible utilización en el grupo de pacientes
de edad más avanzada.
• Trasplante autólogo
Resultados preliminares sugieren que este procedimiento consigue un
alto porcentaje de remisiones completas, bajo porcentaje de recidivas y
efectos secundarios razonables cuando se utiliza con terapia de
intensificación en remisión completa (Rabinowc SN. 1993; Khouri IF.
1994). La utilización previa de fludarabina para obtener remisión
completa como terapia de primera linea no compromete la movilización
de células stem (Michallet M, 2000), El estudio más extenso realizado en
el Instituto Dana-Farber con 154 pacientes, puso de manifiesto que es un
procedimiento seguro de baja mortalidad y una supervivencia libre de
enfermedad a los 4 aflos del 65% (Krakeart. 2001).
La persistencia de enfermedad mfnima residual puede significar recaída
de la enfermedad y por tanto es un factor predictivo su determinación por
citometria de flujo o por análisis de reordenamiento del gen de la
inmunoglobuiina. En un reciente estudio de 58 pacientes con trasplante
autólogo. los factores adversos que predijeron recurrencia molecular fueron:
presencia de genes no mutados de la región variable de la cadena pesada de
inmunoglobulinas, presencia de del 1 lq-. tiempo de duplicación linfocitaria <12
meses y recuento linfocitario con >50.000/ul (Ritgen M, 2003).




Está indicada en los casos de hipervixosidad. habituaJmcntc con cifras
de leucocitos superior a 400.000/uJ. Fuera de esta situación su utilización sólo
consigue mejorías parciales transitorias <C ooper 1A. \í*7i*\
• Radioterapia
Puede tener indicación en síntomas compresivos por grandes masas
tumorales especialmente en pacientes que no responden a quimioterapia H
beneficio suele ser temporal (Johannsson J, 2002) I-a irradiación esplénica por
dolor o citopenia consigue igualmente mejorías transitorias (Chisesi T. 1991).
• Esplenectomta
En los pacientes con hiperesplenismo o citopenias autoinmunes que no
responden a agentes quimioterápicos y/o esferoides, la esplencctornía es una
mejor opción que la irradiación esplénica aunque la mortalidad pcnopcratoría no
es despreciable en pacientes con mal estado general (Neal TF. 1992; Scymour
JF, 1997).
9.6. Tratamiento de las complicaciones
• Infecciones
Son una causa importante de morbi mortalidad por
hipogammaglobulincmia o neutropenia por fármacos enlre otras razones. Son
frecuentes las infecciones por bacterias (iram positivas, sobre todo gérmenes
capsulados y Gram negativas, en forma sobre todo de infecciones
sinobronquiales, y por el virus varicela-zoster (Tsiodras S, 2000; Hensel M.
2003). En caso de infecciones recurrentes. en presencia de
hipogammaglobulinemia acusada, puede estar indicada la administración
periódica de altas dosis de inmunoglobulinas intravenosas (Cooperative Group
for the Study of Inmunoglobulin in Chronic Lynphocytic Lcukemia. 1986). F.l
tratamiento con análogos de purína incrementa el riesgo de infecciones
oportunistas por disfunción duradera de los linfocitos T (micobacterias, P.
Carinii. CitomegaJovirus. Herpes simple y Listeria monocitogenes) (Morrison
VA, 2001; Anaissie EJ, 1998). En caso de neutropenia y fiebre con mala
respuesta a los antibióticos puede estar indicada la asociación de factores
20
Intnniut i ion
Je colonias de granulocitos (Ci-CSK) o de granulocito
(OM-CSF).
• Enfermedades autoinmunes
La anemia o trombopenia autoinmunes, de incidencia mayor en los
pacientes que han recibido análogos de punna (Myint H. 1995). deben tratarse
con corticosteroides y si no hay respuesta adecuada, plantear csplcnectomia o
rítuximab (Diehl LF, 1998; lannitto E:, 2002). La aplasia selectiva de la serie roja
a veces precisa la combinación de corticosteroides y ciclosporina (Chikkapna G.
1987). Otras causas de anemia no auloinmune pueden necesitar eritropoyetina
• Segundos tumores
Los tumores sólidos o hcmatológicos. algunos en probable relación con
la utilización previa de agentes alquilantes pero no de fludarabina. deben tratarse
como los presentados "de novo".
10, APOPTOSIS
Durante muchos años, la muerte celular fue considerada un proceso pasivo de
destrucción celular que acontece, de manera irreversible, como consecuencia de
factores extemos a la célula y que comúnmente se denominaba necrosis. Fue hace
treinta años, cuando los biólogos Wyllie y Kerr describieron un proceso de muerte
celular distinto del anterior y que ellos denominaron muerte celular o apoptosis (Kerr
JFR. 1972). A los hallazgos morfológicos siguieron los moleculares al estudiar el
nematodo Caenorhabditis elegans y. posteriormente, con el descubrimiento de un patrón
característico, en escalera, al plasmar el ADN de las células apopléticas en un gel de
electroforesis.
La apoptosis es una forma de muerte celular que se produce en respuesta a
estímulos específicos y comprende una secuencia de fenómenos moleculares cuyo
resultado final es la activación de las endonucleasas celulares y la fragmentación
internucleosomal del ADN. Este proceso de muerte celular por apoptosis se diferencia
muy bien, desde el punto de vista morfológico, del proceso de necrosis. La necrosis se
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caracteriza por la edemati/ación de las ocluios, destrucción de sus organcks, rotura de
la membrana citoplasmática y vertido del contenido celular a) medio cxiracclular
provocando mu reacción inflamatoria local que lesiona las células adyacentes. 1-a
apoptosis, en cambio, se caracteriza por la contracción de las células y condensación
pienótica del núcleo. Finalmente, las células se fragmentan en los denominados cuerpo;.
apopióticos, que son rápidamente fagociiados por los macrófagos adyacentes. A
diferencia de lo que ocurre en la necrosis, la membrana y los orgánulos celulares se
mantienen intactos, por lo que no se produce reacción inflamatoria local ni. por tanto, se
dañan las células adyacentes (Wyllie AH. 1992; Arcnds MJ. 1990). La apoptosis se
puede detectar e incluso cuantifícar o analizar los mecanismos implicados por técnicas
enzimáticas, inmunohistoquímicas. citométricas o moleculares (Vaquero M. 2000)
Actualmente, se reconoce que la apoptosis es una forma de muerte celular que
está genéticamente regulada o programada durante el desarrollo evolutivo de los
diferentes órganos (Wyllie AH, 1992). Acontece en respuesta a determinados estimulo*
(como atocinas) (Tartaglia LA. 1993), o se activa como consecuencia de determinadas
lesiones celulares como las producidas por la isquemia (Gobc GC. 1990). la hipertermia
(Harmon BV. 1990) y una gran variedad de toxinas. Rn los mamíferos interviene en el
fenómeno cíclico de involución de los tejidos hormono-dcpcndicntcs. como son las
glándulas mamarias o el tejido endometrial. asf como en otros procesos de involución
fisiológica como la atresia de los folículos oválicos. En el sistema inmune, la apoptosis
de los linfocitos cumple una gran variedad de funciones esenciales como es la
eliminación de linfocitos T y B autorreactivos durante la maduración linfocitaria (Liu
YJ. 1989).
En el proceso de la apoptosis se pone en marcha una maquinaria celular
especializada que incluye a una familia de cisteín proteasas denominadas caspasas. las
cuales son sintetizadas en forma inactiva y se activan por proteolisis. Las caspasas
rompen los contactos establecidos con células adyacentes, reorganizan eí citoesqueleto.
destruyen el ADN, rompen la estructura nuclear e inducen a la célula a la formación de
cuerpos apopléticos. Entre las proteínas reguladoras de la apoptosis se encuentran los
miembros de la familia Bcl-2 y las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPS)
(Ashkenazi A, 1998).
/ 9.1. Apoptosis y cáncer
22
IntroJm i ton
Cada vez es más evidente la importancia <le la apoptosis en el desarrollo
de las ncopliLsias En definitiva, el desarrollo del cáncer es debido a la alteración
del equilibrio existente entre la proliferación y la apoptosis celular, en un
determinado tejido, et cual se encuentra genéticamente reculado por numerosos
oncogenes. genes supresores de tumores y genes reguladores del ciclo celular.
Por tanto, la ncoplasia puede ser debida tanto a un exceso de proliferación como
a una inhibición de la apoptosis, y dependiendo de la alteración genética
existente, dicha ncoplasia será producto de un exceso de proliferación, de un
defecto en la apoptosis o de una alteración de ambos (Thompson CB. 1995).
Pero además de su implicación en el origen del tumor, la apoptosis
presenta una vertiente terapéutica a través de su posible modulación (utilización
de oligonucleótidos antisentido be 1-2. restaurar el gen p53) y représenla el
mecanismo de acción de muchos de los tratamientos actuales contra el cáncer,
incluidos los empleados en el tratamiento de la LLC-B (Castejón R. 1997).
10.2. Apoptosis y LLC-B
La LLC-B se caracteriza por la acumulación lenta y progresiva de
linfocitos B CD5+ monoclonales. aparentemente maduros. 1 .t mayoría de las
células circulantes no se dividen y se considera que la supervivencia tan
prolongada es debida a una disminución de la apoptosis. y que este último factor
es el responsable de la acumulación de las células leucémicas (Rozman C.
1995).
La patogenia de la LLC-B se ha relacionado con diversos oncogenes o
protooncogenes. Se han descrito translocaciones (a nivel de bcl-l. bcl-2. bcl-3).
la sobreexpresión de bcl-2 y mutaciones en p53. Se considera que la
sobreexpresión de bcl-2 origina la acumulación de células en Go; sin embargo, la
explicación completa es más compleja, ya que bcl-2 pertenece a una familia de
genes que actúan de forma sinérgica con bcl-2 o contrarrestan su actividad fbcl-
x, bcl-xs y bax) (Gottardi D, 1996; Crossen PE. 1997). La p53 está mutada en un
10-15 % de los casos de LLC-B, especialmente en pacientes con enfermedad
avanzada, pobre supervivencia o en los que se ha producido transformación a
linfoma de células grandes (Crossen. 1997). En estos casos de p53 anómala, no
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se produce la inducción de upoptosis de las células I) leucémica*, con la
consiguiente acumulación celular.
A diferencia de lo que ocurre in vivo (acumulación celular), cuando se
incuban células de I.l.C'-B en medio de cultivo "*c produce apoptosi* (Colima RJ.
1989). Por tanto, la apoptosis en células cultivadas de LLC-B puede ser
producida por la ausencia de factores humorales o celulares, promotores de
supervivencia in vivo, que reciben del microambiente Algunas atocinas, como
II -i y los interferones. inhiben la apoptosis espontánea de los linfocitos M de
LLC-B y prolongan su viabilidad en cultivo (Castejón R, 1999: Berrocal E,
1997). Por otra parte, se ha descrito que el contacto con las células estromales de
médula ósea, así como con células endoteliales vasculares, previene a los
linfocitos B leucémicos de la apoptosis espontánea que tiene lugar en cultivo
(Moreno A, 2001). Sin embargo, no se conoce con exactitud cuáles son las vías
de señalización que están implicadas en el mantenimiento de la viabilidad de las
células B de la LLC-B {Barragán M, 2003).
La detección de apoptosis incluye la observación de alteraciones morfológicas
típicas, la demostración de un patrón en escalera en el análisis clectroforclico del ADN
extraído, y tinciones que permiten identificar la fragmentación del ADN o la extrusión
de la fosfatidilsenna a la superficie externa de la célula. Hn este sentido la utilización de
métodos citométrícos que combinan la tinción con ioduro de propidio (entra en células
con aumento de la permeabilidad de la membrana, como células necróticas y fases
tardías de la apoptosis) con la tinción con anexina V (detecta fosfatidil sen na en la
superficie celular) ha permitido un estudio rápido, sensible y fiable de la apoptosis.
incorporándose rápidamente a los laboratorios clínicos. En nuestro estudio, utilizando
esta metodología, hemos valorado la apoptosis in vitro inducida por clorambucil y
análogos de purina y su relación con la respuesta terapéutica in vivo a estos fármacos.
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Fl fallo en el mecanismo de apoptosis es básico para explicar la patogenia de la
LLC-B. Los agentes alquilantes y los análogos de purina son capaces de inducir
apoptosis en los tintadlos I) de la LLC-B sugiriendo que la apoptosis es uno de los
mecanismos implicados en su acción terapéutica. Ninguno de los dos grupos de
tratamiento aisladamente es curativo y la respuesta clínica a ellos es imprcdcciblc.
Aunque existen factores pronósticos de supervivencia, no son siempre útiles para definir
la respuesta terapéutica.
La inducción in vitro de apoptosis por los diferentes quimioterapia» es un
aspecto novedoso y de interés clínico no bien explorado. Kn este trabajo se realiza un
estudio de inducción de apoptosis in vttro por clorambucil. fludarabina y 2-
clorodeoxiadenosina en 50 pacientes con LLC-B, determinada por anexina V y
citometría de flujo. Se utilizan concentraciones equivalentes a las alcanzadas en su uso
fannacológico con objeto de establecer una posible correlación con la respuesta clínica
de los pacientes y validar si el ensayo in virm de inducción de apoptosis permite
predecir la respuesta terapéutica in vivo.
Los objetivos del presente estudio son los siguientes:
1. Estudio de ta inducción de apoptosis de los linfociíos B in vitro por clorambucil
y análogos de purina (fludarabina. 2-clorodeoxiadenosina) con respecto a la
apoptosis observada en ausencia de los fármacos
2. Valorar la correlación entre los factores pronósticos clínicos y la apoptosis in
vitro inducida por fármacos.
3. Valorar la correlación de la respuesta clínica al tratamiento quimioterápico y la
apoptosis in vitro inducida por fármacos.
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I. Milf fililí A
¡I Apáralos
flujo laminar (Telstar. Tamisa, KspaAa)
Incubador de cultivo celular Napro 6100 (Napro, Porlland. l'SA)
Centrifuga refrigerada Megafuge 1.0 R (Hcracus Instruments. Hanau. Alemania)
Centrifuga de mesa ISS-112 emprotech (Bio-Synthcsis D&L Madnd. Hspaña)
Microscopio óptico Leitz SM-LUX (Leitz. Wctzlar. Alemania)
Citómetro de flujo FACSort (Becton Dickinson Immunocytomctry Systems. San
José, CA, USA) con los programas informáticos para lectura y análisis de datos
Cell-Quest y Paint-a-Gate Pro.
1.2. Reactivos
Suero salino fisiológico Apiroserum clorurado simple (Cloruro sódico) (Ibys.
Madrid, España)
Buffer fosfato salino (PBS). Por cada litro de agua destilada se disolvieron: 8.75 g
de PO4HNai; 1.89 g de PÜ4H2K y 4.25 g de CINa; se ajustó el pH a 7.4
Lymphoprcp TM. densidad 1077 (Nyegaard Co, Oslo. Noruega)
Azul Tripán (Fluka, Chemische Fabrik, Buschs, SG)
Medio RPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers, Bélgica)
L-Glutamina (Flow Lab. Irvine, CA, USA)
Hepes 1M (BioWhittaker, Verviers. Bélgica)
Mezcla antibiótica compuesta por: cloxacilina 500 mg. ampicilina 500 mg,
gentamicina 80 mg (para 50 ce de medio)
Suero bovino fetal (Gibco, Gran Island. NY. USA)
Hematíes de carnero tratados con neuroaminidasa (Sigma chemical company. St
Louis, USA)
Clorambucil (ácido 4-[p-(bis 2-Cloroetilamino)- fenil] butírico) (Sigma chemical
company, St Louis, USA)
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lludarabina (2-Huoroadcnina 9-{M)-arubinofuranosido) (Sigma chcmical company.
Si Louis, USA)
2-Clorodcoxiadcnosina. l-custatin (Onho. Dtolech Ranian, NJ. USA)
Anticuerpos monoclonaJcs de ratón frcnic a antigenos celulares humanos.
conjugados con fluorocromos: anti-í 1)^  (SK7). anti-C'I)5 (LI7F12). anti-C'DI9
(SJ25C1), anti-cadcna ligera de la* inminoglobulinas /. ó K. anti-C'l)22 (H1B22).
anti-CD23 (M-L233). anti-CI)38 (HB-7). anti-CD79b (CB3.I), anti-IMC7 y sus
correspondientes isotipos (Ucclon I)ickins<in ImmunocytomctrY Sysiems. San José.
CA, USA)
Anexina V conjugada con isotiocianato de fluoresccína (Pharmingcn. San Diego.
CA, USA)
Solución de unión de la anextna V (Pharmingen. San Diego, CA, USA)
Ioduro de propidio (Sigma chemical company. St Louis. USA)
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l.i. Pacientes
El estudio se realizó en muestras de sangre periférica obtenidas entre noviembre
de 19% y mayo de 2002 de SO pacientes previamente diagnosticados de LLC-B de
acuerdo a criterios clínicos, morfológicos e inmunológicos (Montserrat E, 1992). 1 os
pacientes provenían del Sen icio de Hematología y Medicina Interna del Hospital
Universitario "Puerta de Hierro" de Madrid. IX1 los 50 pacientes. 2K eran varones y 22
mujeres, con una edad media de 68 años (rango: 33-92) en el momento del estudio
De cada uno de los pacientes incluidos en el estudio se recogieron los datos de la
historia clínica relativos a la fecha de realización del ensayo in vitro, como son. edad,
sexo, presencia de adenopatías y/o visceromegalias. así como su estadio clínico según la
clasificación de Raí. de Binet. Estos datos aparecen descritos en la Tabla 3. Además, M
recogieron las características analíticas, coincidentes con la fecha del estudio in vitro,
correspondientes a la hemoglobina, número absoluto de leucocitos, linfocitos y
plaquetas en sangre periférica, niveles de p2 microglobulina. de láctico dehidrogenasa y
de inmunoglohulinas séricas (Tabla 4).
La descripción del tiempo de duplicación linfocitaria (TDL). la morfología de
los linfocitos en sangre periférica y el patrón morfológico de la médula ósea de cada
paciente queda reflejado en la Tabla 5.
Se han estudiado algunas de las alteraciones citogenétícas mas frecuentes en
LLC-B o que han sido relacionadas como posibles factores pronóstico Se empicaron
técnicas de hibridación in situ fluorescente (F1SH) para la detección de alteraciones
como las que afectan al brazo largo de los cromosomas 6 y 11 (delección 6q, dclcccion
1 Iq). a la banda 14 del brazo largo del cromosoma 13 (delección 13ql4). la delección
de p53 y anomalías numéricas como la monosomía del cromosoma 18 o la trisomía del
cromosoma 12. Además, se analizaron las posibles alteraciones en el cariotipo de los
pacientes incluidos en el estudio considerando un cariotipo anormal aquel con una o dos
alteraciones y cariotipo complejo, las muestras con tres o más alteraciones. Los estudios
de citogenética fueron llevados a cabo por el Servicio de Hematología del Hospital
Universitario "Puerta de Hierro" y los resultados quedan descritos en la Tabla 6.
De los 50 pacientes, 20 nunca recibieron tratamiento y 30 fueron tratados en
algún momento de la evolución. Los detalles del tratamiento y el momento en que
fueron tratados se exponen en el apartado primero de Resultados.
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1.4, Obtención de las mue\tra\
De cada paciente se obtuvo una muestra de entre 10 y 20 mi de sangre periférica
mediante punción venosa. 1.a muestra se recogió en tubos comerciales que contenían
hepahna sódica, procesándose en condiciones de esterilidad, en los 30 minuios
siguientes a su extracción.
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Tabla S Características clínicas y estadio de los pacientes con LLC-B incluidos en el
estudio. Se describe el sexo y la edad de cada uno de los pacientes en el momento del
ensayo in vitro, así como si presentaban adenopatías (C: cervical. Ax: axilar. I: inguinal.
Ab: abdominal. V ausencia) o visceromegalias (P: presencia. N: ausencia) y su
distribución en estadios clínicos según la clasificación de Rai v de Binct.
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Tabla 4. Características analíticas de tos pacientes con LLC-B incluidos en el estudio Se
recogieron los datos de hemaiometría, asi como la cuantificación de láctico de hidrogenaba
sérica (LDH). p2 microglobulina (p2 M) y las inmunoglobuliius séricas (IgG. IgM c
IgA). de cada paciente coincidiendo con la fecha de realización del estudio in vitro.
Maima/n i SUun!<>\
Tabla 5. Otras taraitrn\rna\ i//>/ , médula <>\?ti t morfología linffHilariai





















































































































































































































Tabla 5. Otras características de los pacientes con LLC-B. Además de las características
clínicas y analíticas de los pacientes de LLC-B incluidos en el estudio, se tuvieron en
cuenta otra serte de parámetros como el tiempo de duplicación linfocitaria (TDL), la
morfología de los linfocitos en sangre periférica y el patrón de la médula ósea . El TDL áe
cada paciente se determinó como inferior a 12 meses (<12m) o superior a 12 meses
{>12m). La morfología de los linfocitos de sangre periférica se consideró como atípica en
los casos que presentaban un elevado porcentaje de prolinfocitos y aquellos con linfocitos
atípicos. No en todas las muestras pudieron obtenerse todas las determinaciones (ND: no
determinado).
Materiales \ Métodos
Tabla 6. Alteraciones cromosómicas de los paciente* con LLC-B




































































































































































































































































































































































































































Tabla 6. Estudio citogenéiko de los pacientes con LLC-B Se emplearon técnicas de
hibridación in situ fluorescente (FISH) para el estudio de algunas de las alteraciones
citogenéticas descritas en pacientes con LLC-B, como delecciones que afectan al cromosoma 6
(del 6q), al cromosoma 11 (del 1 lq), al cromosoma 13 (det 13q). a p53 (del pS3) y anomalías
numéricas como la monosomía del cromosoma 18 o la trisomia de] cromosoma 12. i 1 cariotipo
se definió como normal, anormal (con una o dos alteraciones) y complejo (con tres o más
alteraciones). ND: no determinado.
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2.1. Aislamiento de células mononucleadas \ purificación de linjocilos R
I as muestras de sangre heparinizada procedentes de pacientes con LLC*B
fueron procesadas con el fin de obtener la población de células mononueleadas de
sangre periférica (CMSP). Para ello cada muestra fue diluida 1:2 ó 1:4 en suero salino
fisiológico (SSF), dependiendo del contaje leucocitario previo, l^ as células
mononucleadas se aislaron mediante centrifugación diferencial en un gradiente de
densidad sobre ficoll (Bóyum AJ, 1968). Tras recoger la fase que contenia las células
mononucleadas (linfocitos, células NK. y monocitos), se lavaron 3 veces con SSF y se
«suspendieron en medio completo (RPMI con I.-glutamina 2mM. Hepes lOmM y
mezcla antibiótica al 1%) suplementado con un 10% de suero bovino fctaJ (SBF). hasta
alcanzar una concentración aproximada de 5 x 10* celulas/ml.
La subpoblación de linfocitos B purificados se aisló mediante selección
negativa, utilizando la propiedad que tienen los linfocitos T de agregarse
espontáneamente a la membrana de hematíes de camero tratados con 2-amino-
ethylisothiouroniumbromide (AKT), formando rosetas y posterior centrifugación en
gradiente de densidad sobre ficoll (Jondal M, 1972).
La viabilidad y la concentración celular se valoraron mediante la exclusión del
colorante vital azul tripán al 0.2% y contaje por microscopía directa. La purificación de
linfocitos B se comprobó mediante un mareaje linfocitario con anticuerpos
monoclonales anti-CD3, anti-CD19. anti-CD5, conjugados con isotiocianato de
fluoresceina o ficoeritrina y posterior cuantificación por citometría de flujo, obteniendo
en todos los casos una purificación de células B leucémicas (CD19+ CD5+) superior al
95%.
2.2. Mareaje de antigenos de la superficie celular por inmunofluorescencia
Las diferentes subpoblaciones presentes en la fracción de células mononucleadas
obtenidas de la sangre periférica de cada uno de los pacientes, se identificaron
utilizando varias combinaciones de anticuerpos monoclonales (mAc) específicos. El
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antígcno de membrana celular que se utilizó para identificar los hntocitos T presente*
en la muestra fue CD3. Para la identificación de los linfociios, B leucémicos, los
marcadores de superficie elegidos fueron CD1*) > (1)5 Además, se determina l.i
expresión monoclonal de las inmunoglobulinas (K Ó X) por los linfocitos H de 1.1 C, N
grado de activación (CD22, CD23) y otros marcadores característicos de esta neoplasia
(CD79b. FMC7, CD38 y ZAP-70).
Para ello se empleó la técnica de inmunofluorcsccncia directa con mAc
conjugados con distintos fiuorocromos: isotiocianato de fluoresccína (FITC),
ficoeritrina (PE) y Tri-color* <TC). En todos los casos se incorporó un mareaje con
anticuerpos isotipo inespecífieos que permitiera identificar la especificidad del mareaje.
El mareaje de los antí genos linfocitarios de membrana plasmática se mantuvo
durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubación, el
exceso de anticuerpos se eliminó con un lavado de las células en PBS. Las
concentraciones de los anticuerpos empleadas fueron las recomendadas por el
fabricante. La lectura y análisis de los resultados se llevó a cabo en un citómetro de
flujo FACSort con el programa informático Celi-Quest y Paim-a-Gate Pro.
2.3, Inducción de apoptosis in vitro por agentes quimioterápicos
La células B purificadas fueron cultivadas en medio completo suplcmentado con
un 10% de SBF, a una concentración de 2x10* células/ml, en placas de 24 pocilios con
un volumen final de 2ml.pocilio. Todos los cultivos celulares se realizaron en
condiciones de esterilidad, manteniéndose a 37° C de temperatura en atmósfera con 5 %
de CO2 y 95% de humedad relativa.
Con objeto de analizar la inducción de apoptosis in vitro por los fármacos
quimioterápicos más frecuentes en el tratamiento de la LLC-B, se establecieron cultivos
celulares en ausencia o presencia del agente alquilante clorambucil y los análogos de
purina fludarabina y 2-clorodeoxiadenosina. El análisis de la apoptosis se llevó a cabo a
las 24 y 48 horas de cultivo.
•
Las dosis de los agentes quimioterápicos empleados en el ensayo intentan
aproximarse a las alcanzadas en el suero de los pacientes cuando se les suministra el
tratamiento in vivo, tratando de emular las condiciones fisiológicas reales de modo que
puedan establecerse equivalencias entre las respuestas in vitro/in vivo. Así. la
38
Materiales \
concentración final de clorambucil en el cultivo luc de H>HK ni I lüc^lciicr A.
Silbcr R, 1994; Bcgleilcr A, 1996) y la de fludarabina de lugtnl <( hun Míi, IW1.
Zinzani PL, 1994; Bcglcitcr A. 1995) í-n los cxncrimcnios con 2-dorodcoxiadcnosma
se empicó una dosis de 50ng/ml. descrita como la equivalente a la concentración
alcanzada in vivo (Liliemark J. 1991).
2.4. Determinación y cuantiftcación de la apoptosis
El método óptimo para identificar la muerte celular depende del sistema celular.
de la naturaleza de sus agentes inductores o del modo en que ésta se produzca. Los
patrones morfológica y estructuralmcnte definidos que caracterizan la apoptosis nos
ayudan en la selección del método de análisis de las células apopléticas. Los métodos
clásicos de identificación de apoptosis incluyen la microscopía óptica o electrónica que
revela los cambios morfológicos (RafT MC, 1992) y la detección de la fragmentación
del ADN por endonucleasas específicas mediante electroforesis en gel de agarosa
(Wyllie AH, 1980) o mediante mareaje fluorescente in situ de los extremos de los
fragmentos de ADN (Gorczyca W, 1992; Wijsman JH, 1993).
Uno de los acontecimientos que tienen lugar en las primeras fases de la
apoptosis es el cambio de Idealización de los fosfolípidos de la membrana plasmática
(Fadok VA, 1992). Asimismo. las células en apoptosis sufren una disminución del
volumen celular debido a modificaciones en el citoesqueleto. Estas características que
definen este tipo de muerte celular han permitido el diseño de métodos específicos para
la identificación y cuantificación de las células en proceso de apoptosis.
A. Detección del cambio en la focalización de los fosfolípidas de membrana
plasmática mediante el mareaje con Anexina V FITC/Ioduro de propidio
En la membrana plasmática de las células vivas los fosfolípidos se encuentran
distribuidos asimétricamente entre la superficie interna y la exlema de la membrana.
Así. mientras la fosfatidilcolina y la esfingomielína están expuestas en la superficie
externa de la bicapa lipídica, la fosfatidilserina se localiza en la superficie interna. Se ha
descrito que uno de los acontecimientos que tienen lugar en la apoptosis temprana es la
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exposición de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmática (Ffjdofc
VA, 1992).
La anexina V es un amicoagulanie que se une prcfcrcniemente a los fosíolipidi»
cargados como la fosfatidilscrína. I)c este minio, la anexina V conjugada con un
fluorocromo puede usarse como un marcador para identificar células apoptóticas por
citometría de flujo (Koopman Ci. 1994; Castcdo M. 1996). Durante la apoptosis la
célula se marca con anexma V despues de \A condensación de la cromatina, pero antes
de que la membrana resulte dañada y pierda la capacidad de excluir un colorante como
el ioduro de propidio. Así, incubando células con una combinación de anexina V
fluoresceinada y ioduro de propidio (IP) es posible detectar células vivas (Anexina V
negativas/IP negativas), células en apoptosis temprana (Anexina V positivas/IP
negativas) y células en apoptosis tardía (Anexina V positivas/IP positivas) y necróticas
(Anexina V negativas/IP positivas) por citometría de flujo.
El método consiste en incubar durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en
oscuridad, 5x105 linfocitos B con 5 u.1 de anexina V-FITC en presencia de una solución
de unión rica en Ca*2 (140mM NaCI, 5mM CaCI2, y lOmM Hepes). Transcurrida la
incubación, las células se resuspenden en una solución 5ug/ml de ioduro de propidio
antes de analizarse por citometría de flujo. La determinación de la apoptosis debe
realizarse tan pronto como sea posible para evitar el deterioro de las células y la
aparición de falsos positivos.
B. Detección de la disminución del volumen celular
La disminución del volumen celular y el aumento de granularidad del citoplasma
que caracterizan a la muerte por apoptosis, se traducen en modificaciones de la.s
propiedades de dispersión de la luz determinadas mediante citometría de flujo:
dispersión de luz hacia delante (FSC; Forward Scatter, equivalente al tamaño celular) y
dispersión de la \\a lateral (SSC; Side Scatter, equivalente a la granularidad celular).
Los diagramas que representan FSC vs SSC confirman la existencia de una
subpoblación linfocitaria con menor volumen celular, correspondiente al conjunto de
células en apoptosis en cada una de las muestras.
En la Figura 1 se muestra un ejemplo de la determinación y análisis de la

















Figura 1. < iijintifif »«Kin de li apopto*is por ntnmrtrii dr (lujo A la izquierda se
muestra un diagrama representando el tamaño y la granuLandad de los linfncitc* B de
los pacientes con LLC-B En la imagen de la derecha se muestra un diagrama de
fluorescencia en d que se indican las células viables (verde), las células apoptóticas
(apoptosis temprana en rojo, y tardía en azul), y las células nccróücas (gns)
4]
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2. v [Jtjut\n ion Je muestras y análi\is 4e tos resultados
A to largo de todo el estudio, la identificación y cuanáficación de las células
apoptólicas se ha realizado mediante técnicas de citometría de flujo t-a adquisición de
las muestras se realizó con un enómetro de flujo PACSort y el programa informático
Cell-Quest, siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los casos se adquirieron
un mínimo de 10.000 células por muestra, lo que permite realizar una estimación de los
resultados en la población de linfocitos.
El análisis de los resultados se efectuó con el programa Cell-Quest y Paini-a-
Oaíe Pro. Con objeto de realizar una cuantificación precisa de las células apoptóticas. el
primer paso en el análisis de los datos fue excluir los restos celulares provenientes de la
necrosis celular. Los criterios de tamaño y complejidad celular permiten una
discriminación clara entre restos celulares, células vivas y células apoplóticas, evitando
así una sobrestimación del número de células en apoptosis (Zamai L, 1993). (Figura 1)
2.6. Análisis estadístico
Para llevar a cabo el análisis estadístico de los resultados, se utilizó el test no
paramétrico de la U de Mann-Whitney para efectuar comparaciones entre medias, ya
que las variables estudiadas no seguían distribuciones normales. El test de normalidad
se llevó a cabo por la prueba estadística de Kolmogorov-Smirnov. Para relacionar dos
variables cuantitativas, se utilizó la correlación de Spearman. La comparación entre
variables cualitativas se evaluó por la prueba Chi-cuadrado con la corrección de
continuidad de Yates.
Los resultados de las variables se expresaron en forma de medias y desviaciones
estándar. En todas las comparaciones realizadas, se consideraron niveles de
significación estadística por debajo del 5% (p<0,05). Todos los estudios comparativos
se realizaron con el programa informático "SPSS versión 10.0".
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I. TRA TAMIENTO I RESPUESTA CLÍNICA DE LOS PACIENTES CON LLC-B
Los 50 pacientes con LLC-B. motivo del estudio, fueron divididos en dos
grupos:
1. Los pacientes que nunca recibieron tratamiento quimioterapico (n-20).
2. Los pacientes que en algún momento recibieron tratamiento quimiotcrápiai
(n=30). Este grupo se subdividió en cuatro con respecto a la fecha en la que se
real izaron los ensayos in vitro de apoptosis.
a) Los pacientes que recibieron tratamiento previo a la realización del
estudio in vitro, entendiéndose como previo si había pasado un tiempo
igual o mayor a 6 meses (n=8).
b) Los pacientes que estaban recibiendo tratamiento durante el momento del
estudio in vitro o lo habían recibido en los 6 meses previos (n=5).
c) Los pacientes que habían recibido tratamiento previo y además lo
estaban recibiendo en la fecha del estudio in vitro (n=2)
d) Los pacientes que sólo recibieron tratamiento posteriormente a la fecha
del estudio (n= 15).
Los pacientes de los grupos a, b y c, pudieron recibir tratamiento posteriormente
al estudio in vitro.
Los pacientes recibieron varias combinaciones terapéuticas, que resumimos en:
1. Grupo Alquilante (GA) (21 pacientes y 31 episodios terapéuticos). Fueron
aquellos pacientes que recibieron como tratamiento fundamental agentes
alquilantes, bien solos -clorambucil ó ciclofosfamida (13 pacientes y 16
episodios terapéuticos)-, asociados con prednisona (10 pacientes y 13 episodios
terapéuticos) o asociados con prednisona y vincristina (2 pacientes y 2 episodios
terapéuticos).
2. Grupo Análogos de Purina (GP) {18 pacientes y 18 episodios terapéuticos).
Fueron aquellos pacientes que recibieron como tratamiento fundamental
análogos de purina, bien solos -fludarabina ó 2-clorodeoxiadenosina (6
pacientes y 6 episodios terapéuticos)-, asociados a agentes alquilantes
(ciclofosfamida) (9 pacientes y 9 episodios terapéuticos) o asociados a agentes
alquilantes y mitoxantrona (3 pacientes y 3 episodios terapéuticos).
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Algunos pacientes fueron tnttdoc «demás con otras Cipciooer noliquimioicrapia
tipo CHOP (ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y prcdnisona* (paciente número 8).
anticuerpos monoclonales (rituximab o alentu/umab) (pacientes número 8 y 38) >
trasplanlc de progenitores hematopoyeticos (pacientes números 22. 25. 29 y 45); peni
estos tratamientos siempre se utilizaron posteriormente a los agentes alquilantes y a los
análogos de purina. Las respuestas a estos tratamientos no será considerada como parle
del estudio.
En el GA se consideró que se podían estudiar conj un lamente clorambucil y
ciclofosfamida porque los resultados terapéuticos en la bibliografía médica son
semejantes. Aunque la adición de prednisona a los agentes alquilantes consigue, de
forma modesta, mejores respuesta clínicas, consideramos que el efecto fundamenta] se
debía al agente alquilante; por lo que fueron clasificados en el mismo grupo. No
obstante, se intentó en los análisis posteriores analizar también ambos grupos: el Grupo
Alquilante sin prednisona fGAsp) y el Grupo Alquilante con prednisona (GAcp). l>a
adición de vincristina a ciclofosfamida y prednisona (CVP) no aporta mayores ventajas,
por lo que se incluyó en el GAcp.
En el GP se consideró indistintamente fludarabina y 2-clorodcoxiadcnosina (2-
CdA) porque ambos agentes han demostrado respuestas clínicas semejantes. Aunque la
adición de agentes alquilantes (ciclofosfamida) (FC) o de agentes alquilantes y
mitoxantrona (FCM) ha demostrado que consigue, de forma modesta, mejores
respuestas clínicas, consideramos que el efecto fundamental se debe a los análogos de
purina; por ello fueron clasificados en el mismo grupo. El escaso número de pacientes
que recibieron como agente terapéutico aislado fludarabina o 2-CdA impidió analizar
estos subgrupos por separado.
El número de pacientes no coincidió con el número de tratamientos (episodios
terapéuticos), ya que frecuentemente los pacientes recibían secuencialmente varios
tratamientos del mismo o de distinto grupo terapéutico. Las razones de cambio
terapéutico en cada paciente individual no son expuestas.
Las respuestas clínicas al tratamiento con agentes del GA o del GP fueron
clasificadas siguiendo las directrices del INC-WILLC (Cheson BD. 1996) en Respuesta
Completa (RC), Respuesta Parcial (RP), Enfermedad Estable (EE) y Enfermedad
Progresiva (EP). Se consideró Respuesta (R) a la conseguida en ¡os pacientes con RC ó
RP y No Respuesta (NR) a la conseguida en los pacientes con EE ó EP.
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El análisis del tipo de reqpuMtM en los distintos grupos fue el siguiente
1. El total de los pacientes tratados con GA y/o con CíP fue de 30. £1 número de
episodios terapéuticos de estos 30 pacientes fue de 49. Estos intentos
terapéuticos fueron seguidos de un número de R de 2*> y de un número de NR de
19. El paciente número 4 no pudo ser evaluado porque falleció precozmente iras
el tratamiento.
2. El número de pacientes tratados con GA fue de 21. Es estos pacientes el número
de episodios terapéuticos fue de 31. Estos intentos terapéuticos fueron seguidos
de un número de R de 14 y de un número de NR de 17. Los pacientes que
recibieron más de una pauta terapéutica perteneciente a este mismo grupo
siempre tuvieron el mismo tipo de respuesta (R ó NR). excepto el paciente
número 5 que respondiendo (R) ímcialmente a CVP, no respondió (NR) por dos
veces consecutivas a clorambucil.
3. El número de pacientes tratados con GP fue de 18. Es estos pacientes el número
de episodios terapéuticos fue de 18. Estos intentos terapéuticos fueron seguidos
de un número de R de 15 y de un número de NR de 2. El paciente que recibió 2-
CdA no pudo ser evaluado ya que falleció antes de que transcurriera el tiempo
suficiente como para apreciar respuesta clínica. Ningún paciente de este grupo
recibió más de una pauta terapéutica del mismo grupo, por lo que coincide ct
número de pacientes con el número de episodios terapéuticos.
La descripción del tratamiento de cada paciente y el tipo de respuesta clínica
queda reflejado en la Tabla 7 y Tabla 8.
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Tabla 7, Clasificación de lo\ pacienten con I i i -H par grupos terapéuticos y número
./•• episodios terapéutico* con el número de re\pue\ta por grupo
Número dr Número dr No
GRUPO TERAPÉUTICO Pacientes Kpi*odios Kcupunta Knpuesta
GRUPO ALQUILANTE (GA) 21 31 14 17
Clorambucil o Ciclofosfamida 13 16 4 12
Clorambucil o Ciclofosfamida + Prednisona 10 13 S S
Ciclofosfamida • Vincristina + Prednisona 2 2 2 0
GRUPO ANÁLOGOS DE PURINA (GP) 18 IS 15 2
Fludarabina o 2-CIorodeoxiadenosina 6 6 3 2
Fludarabina + Cictofosfamida 9 9 9 0
Fludarabina + Ciclofosfamida + Mitoxantrona 3 3 3 0
Tabla 7. Tratamientos y respuestas clínicas de los pacientes de LLC-B El número total
de pacientes tratados con GA y GP (30) no coincide con la suma del número de pacientes
tratados con GA (21) y con GP (18), porque algunos pacientes se encuentran en ambos grupos
de tratamiento. En el GA el número de pacientes (21) no coincide con la suma del número de
pacientes tratados con opciones terapéuticas porque algunos pacientes se encontraban en más de
una de las opciones. En el GP. el número de episodios (18) no coincide con la suma de
respondedores (15) y no respondedores (2) porque un paciente (el número 2) no fue evaluado y
por la misma razón, el número total de episodios terapéuticos (49) no coincide con la suma de
los respondedores (29) y los no respondedores (19).
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Tabla H. t'.\auema terapéutico de cada uno de los pacientes con

































































































































































Tabla 8. Tratamiento recibido por cada uno de los pacientes incluidos en el estudio y
tipo de respuesta clínica que presentaron Tratamiento. Cl: clorambucil, C: ciclofosfamida.
P: prednisona, Cl P: clorambucil • prednisona, CP: ciclofosfamida + prednisona. CVP:
ciclofosfamida + vincristina + prednisona, 2CdA: 2-clorodeoxiadenosina. F: fludarabina. M:
mitoxantrona. FC: fludarabina + ciclofosfamida, FCM: fludarabina + ciclofosfamida +
mitoxantrona. Respuesta clínica. RC: respuesta completa, RP: respuesta parcial, EE:
enfermedad estable, EP: enfermedad progresiva, NE: no evaluable. Fecha en que recibieron




2. APOPTOSIS ESPONTÁNEA E INDUCIDA Pi)R I \K MACOS
t( I OH I Vffíl ( it. H I OiHiHJM ) 2-( lORODEOXJADENOSINA) / \
UNEOCITOS B DESASARE PERIFÉRICA DE LOS PACIENTES CON LtGS
Se extrajo una muestra de sangre periférica por paciente. Tras purificación de los
linfocitos B, se cuantificó de forma inmediata el porcentaje de apoptosis hasal (ex viva).
Seguidamente se analizó el porcentaje de linfocitos B que habían sufrido un proceso de
apoptosis espontánea m vitro tras 24 y 48 horas de cultivo y el porcentaje de apoptosis
inducida por clorambucil. fludarabina y 2-CdA a las 24 y 48 horas. Estas
determinaciones se realizaron en las condiciones estándar descritas en materiales y
métodos.
El valor de la respuesta que presentaban los linfocitos B tratados ffi vitro con
agentes quimioterápicos se calculó como una relación entre el porcentaje de apoptosis
(precoz y tardía) inducida por el fármaco (clorambucil, fludarabina y 2-
clorodeoxiadenosina) y el porcentaje de apoptosis espontánea (índice de apoptosis). El
índice de apoptosis se calculó a las 24 y 48 horas.
índice de apoptosis • (% apoptosis inducida por fármacos) / (% apoptosis espontánea)
En la Tabla 9 se describen los porcentajes de apoptosis ex vivo, espontánea e
inducida por fármacos (ctorambucil. fludarabina y 2-Clorodeoxiadenosina) tras 24 y 48
horas de incubación in vitro.
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Tabla 9. Porcentajes de apopto\i\ espontánea e inducida
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Tabla 9 uont.i. Porcentajes de apoptosis espontánea e inducida
















































































































































Tabla 9. Apoploxis espontánea e inducida por fármaco* in vitro tras 24 y 48 horas de
incubación. Se representan los porcentajes de hnfocitos B que han vufrido un proceso de
apoptosis espontánea in vitro, a^í como los que se obtienen en presencia de clorambucal.
fludarabina y 2-clorodeoxiadenosina en el medio de cultivo, tras 24 horas (50 muestras) y 48
horas {34 muestras) de incubación. Asimismo, se determinó la apoptosis de los Hnfocitos B en
el momento de la extracción de «sangre periférica de los pacientes (ex vivo). En la tabla aparecen
los valores de la media aritmética, desviación estándar (D.S), valor mínimo y máximo de los
porcentajes de células en apoptosis en cada una de las diferentes condiciones in vitro
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2. i. \ alores de apoptosis ex vivo
Este ensayo se realizó en 21 muestra* % NC observo que el porcentaje de células
apopióticas es muy escaso, siendo indetectablc en la mayor parle de las muestras (media
± DS - 4,8 ± 3.8).
2.2. Apoptosis espontánea in vitro
Se determinó en 50 muestras a tas 24 horas y en 34 muestras a las 48 horas. [>a
media (± DS) de la apoptosis espontánea a las 24 horas (36,1 ± 18,8) y a las 48 horas
(38,5 ± 19,2) fue significativamente superior a los valores de apoptosis ex vivo (p<0,05
en ambas situaciones). Cuando se comparó la apoptosis espontánea a las 24 horas con la
de las 48 horas, los valores que se obtuvieron no alcanzaron significado estadístico.
Los siete pacientes que estaban recibiendo tratamiento durante la realización del
estudio in vitro, no presentaron porcentajes de apoptosis espontánea diferentes al resto.
2.3. Inducción de apoplosis por fármacos
a) Inducción de apoptosis in vitro por claramkucil
La media (± DS) de la apoptosis inducida por clorambucil a las 24 horas (55,3 ±
27,9) fue superior de manera significativa a la apoplosis espontánea a las 24
horas (p<0.05).
A las 48 horas ia muerte celular fue significativamente superior con clorambucil
(60,6 ± 22,8) que de manera espontánea en el mismo periodo de incubación
(p<0.05). Cuando se comparó la apoptosis inducida por este fármaco en los dos
periodos de tiempo no se observaron diferencias.
b) inducción de apoptosis in vitro por fludarabina
La media (± DS) de la apoptosis inducida por fludarabina a las 24 horas (46,8± ±
20,1) fue superior de manera significativa a la apoptosis espontánea a las 24
horas (p<0,05).
A las 48 horas la muerte celular fue significativamente superior con fludarabina
(69T3 ± 17,1) que de manera espontánea en el mismo periodo de incubación
(p<0,05). Cuando se comparó la apoptosis inducida por este fármaco en los dos
Resultados
periodos de tiempo se observó un significativo aumento tic la apopums en c)
segundo día de incubación (p<O.OS).
c) Inducción de apoptosis in vitro por 2-dortHÍtoxiadenosina
La media (± DS) de la apoptosis inducida por 2-CdA a las 24 horas (49.3 i 19,5)
fue superior de manera significativa a la apoptosis espontánea a las 24 hom
(1X0,05).
A las 48 horas la muerte celular fue significativamente superior con 2-CdA (65.7
± 18,0) que de manera espontánea en el mismo periodo de incubación (p<0,05).
Cuando se comparó la apoptosis inducida por este fármaco en los dos periodos
de tiempo se observó un significativo aumento de la apoptosis en el segundo día
de incubación (p<0,05).
A continuación exponemos las respuestas inducidas por los fármacos in vitro.
cuantificadas como índices de apoptosis. Esto nos permite comparar de manera mas
eficaz el rendimiento de los fármacos in vitro en los dos periodos de tiempo y entre los
diferentes fármacos, puesto que el índice lleva implícito el aumento de apoptosis
.imbuíHe al fármaco en cada paciente. En la Tabla 10 se exponen los índices de
apoptosis de clorambucil, fludarabina y 2-clorodeoxiadcnosina a las 24 y 48 horas de
incubación in vitro.
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Tabla 10 Uortl.l. índices de apoptosis in vitro in dunda por
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Tabla 10, índice dt apoptosis inducida por fármacos m vitro tras 24 y 4H horas de
incubación. Se representan los índices de apoptosis in vitro obtenidos como una
relación entre la apoptosis inducida por los fármacos (clorambucil. fludarabina y 2-
clorodeoxiadenoüina) y la apoptosis espontánea, iras 24 horas (50 muestras) y 48 horas
(34 muestras) de incubación. En la tabla aparecen los valores de la media aritmética,
desviación estándar (D.S), valor mínimo y máximo de los índices de respuesta m vitro
con cada uno de los fármacos ensayados.
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2.4. Iridien de apopto\i\ inducida por chrambmil a tas 24 y 48 hara\
I .as medias (± I)S) de los valores que se obtuvieron en amhos períodos de
incubación no mostraron diferencias significativas (1.6 ± 0.7 vs 1.8 t 0.7)
2.5. índices de apoptosis inducida por análoga* de purina a las 24 y 49
horas
Las medias (± DS) de tos valores que se obtuvieron con fludarabtna en ambos
periodos de incubación mostraron diferencias significativas (p<0.05). siendo más ahos
los valores en el segundo día de incubación (1.4 ± 0.3 vs 2,0 ± 0.8). Lo mismo ocurrió
con 2-CdA (1,5 ± 0.5 VJ 1,9 ± 0.8).
Los índices de apoptosis con los dos análogos de purina lanto a las 24 como a las
48 horas, mostraron un coeficiente de correlación muy elevado (r = 0.89). por lo que en
adelante sólo haremos referencia al índice con fludarabina. Esto tiene especial interés
dado que sólo un paciente fue tratado con 2-CdA.
2.6. Comparación de los índices de apoptosis inducida por ciorambucil con
los de fludarabina a tas 24 y 48 horas.
La media (± DS) de los índices de apoptosis inducida por ciorambucil
comparada con la de fludarabina a las 24 horas de incubación no mostró diferencias (1,6
± 0,7 VJ 1,4 ± 0,3). A las 48 horas tampoco se observaron diferencias entre ambos
fármacos (1.8 ± 0.7 n 2.0 ± 0.8).
2.7. Influencia del tratamiento previo y/o durante ía realización del ensayo in
vitro
Se compararon los índices de apoptosis in vitro inducida por fármacos entre los
pacientes que habían recibido tratamiento previo al ensayo in vitro (8 pacientes), -se
excluyeron los 2 que además lo recibieron en la fecha del estudio-, con los que lo
recibieron posteriormente o nunca lo recibieron (35 pacientes), observándose un índice
significativamente mas bajo con fludarabina a 24 horas (p<0,05). así como la misma
tendencia con fludarabina a 48 horas, en el grupo de pacientes prc-tratados. No se
observaron diferencias en los Índices de apoptosis por ciorambucil.
Cuando se consideraron los pacientes que habían recibido previamente o estaban
recibiendo untamiento (15 pacientes» en el momento del ensayo, frente a los que
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recibieron tratamiento posteriormente o nunca lo recibieron (35 paciento!. \ol\icn>n :i
existir diferencia* significativas en los índices de fludarahirui ,t \¡x\ 4S honiv (p- 0.(^1
Tampoco se observaron diferencias con los índices de apoptosis inducida por
clorambucil.
Los pacientes que estaban recibiendo tratamiento en el momento del estudio in
vitro (5 pacientes), -se excluyeron los 2 que además lo recibieron previo a la fecha del
estudio-, no tuvieron un comportamiento diferente en los índices de apoptosis con
ninguno de los dos fármacos, al grupo de los pacientes que no habían experimentado
contacto con el fármaco en dicho momento (35 pacientes).
En la figura 2 se exponen unos ejemplos representativos de pacientes con y sin
respuesta in vitro a clorambucil y fludarabina.
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A. PACIENTE CON RESPUESTA A LOS FÁRMACXKi IN VITRO
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B. PACIENTE SIN RESPUESTA A LOS FÁRMACOS IN VITRO
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Figuri 2. Diaerama* de naomecncia* de pacienten rrpmentatho» cnu rc*pve*ta <A) j wn
(B) al tratamiento in >itm. En las columnas se muestran los diagramas correspondientes a los LB de los
páctenles en cultivo en ausencia de fármaco > cu presencia de clorambucil o fludarabina. unto tras 24 como
48 horas de cultivo (en filas) Dentro de cada diagrama se indican los porccniafcs de apoptosis temprana (en
rojo) y apoptosis tardía (en a/ul)
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3. CORRELACIÓN ENTRE LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y LA
APOPTOSIS IN VITRO INDICIDA POR FÁRMACOS EN LOS PACIENTES
CON ILOS
En este apartado se analizaron una serie de características clínicas de los 50
pacientes con objeto de correlacionarlas con los Índices de apoptosis a cloramhucil y
fludarabina.
En el presente trabajo se realizó un estudio de correlación de diferentes variables
clínicas con los índices de apoptosis de clorambucil y fludarabina a las 24 y a las 48
horas. Se analizaron: la edad y el sexo de los pacientes, el estadio referido a la
clasificación de Raí y a la de Binet, la cifra de linfocitos en sangre periférica y su
morfología, el tiempo de duplicación linfocitaria, el patrón de afectación de la medula
ósea, la tasa de [12 microglobulina y de láctico dehidrogenasa sérica (LDH). la
cuantificación de inmunoglobulinas, el porcentaje de expresión de CD38 en las células
leucémicas y las diferentes anomalías cromosómicas. En tres pacientes se dispuso de la
determinación de la proteína ZAP-70. No se dispuso de la determinación del estado
mutacional de la región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgVh).
3. /. Edad y sexo de los pacientes
Se anali/ó si los pacientes con cd;id - 60 años <11 pacientes) tenían índices de
apoptosis in vitro diferentes a los pacientes con edad >60 arlos {37 pacientes), sin que se
encontraran diferencias significativas.
Tampoco los varones (28 pacientes) tuvieron un comportamiento con respecto a
los índices de apoptosis. diferente al de las mujeres (22 pacientes).
3.2. Estadios clínicos de Raí y de Binet
Se valoró esta variable en dos momentos diferentes, al diagnóstico y en la fecha
del ensayo in vitro.
Se analizó si los pacientes clasificados según los estadios de Rai en el momento
del diagnóstico: 0 (26 pacientes), I-II (23 pacientes) y IH-IV (I paciente), tuvieron
índices de apoptosis diferentes. No se encontraron diferencias significativas en los
valores en ninguno de los dos fármacos en los dos periodos de tiempo. En cambio,
cuando se analizaron los diferentes estadios en la fecha de realización del ensayo in
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vitro: 0<l4 pacientes). MI (31 pacientes) y IIMV (5 nacientes), c> »nd»ce de
con clorambucil a las 24 horas fue significativamente superior en el cstaJio 0 que en el
estadio MI (p<0,05); con fludarabina a las 48 horas de incubación alcan/ó valor
(.si.idistico cuando se comparó el estadio 111-IV con el 0 (p<0,05) y se acerco a la
significación estadística cuando se comparó el 11MV con el I-II (p-^0.07); en ambas
situaciones los índices más bajos correspondían al estadio clínico más avanzado
Se analizó igualmente si los pacientes clasificados según los estadios de Binct en
el momento del diagnóstico: A (38 pacientes). H (11 pacientes) y C (1 paciente),
mostraron diferencias en los índices de apoptosis in vitro. sin encontrar valores
significativos. Sin embargo, el análisis de esta misma variable en ta fecha del ensayo in
vitro A (33 pacientes), B (II pacientes) y C (6 pacientes) mostró que el índice de
apoptosis con clorambucil a las 24 horas fue significativamente mayor en el estadio A
que en el B (p<0,05) y se aproximó a ta significación estadística a las 48 horas (p=0.07).
Con fludarabina la muerte celular fue igualmente superior en el estadio A que en el C
(p<0,05).
3.3. Número absoluto de linfocitos en sangre periférica
Se dividieron los pacientes en aquellos que tenían una cifra de linfocitos por
encima de 50.0OO/mm3 (37 pacientes) y los que tenían una cifra por debajo de 50.000/
mmJ (13 pacientes). Cuando se correlacionaron ambos grupos con los índices de
apoptosis in vitro, el índice de fludarabina a las 48 horas fue menor en los pacientes que
tenían mayor iinfocitosis, pero sólo cuando se excluyeron dos casos con valores
extremos alcanzó significación estadística (p<0,05).
3.4. Tiempo de duplicación iinfodiaría (TDL)
Los pacientes fueron divididos es dos grupos, aquellos que tenían TDL>12
meses (34 pacientes) y los que tenían TDL<12 meses (7 pacientes). Sólo el índice de
apoptosis inducida por fíudarabina a las 24 horas fue diferente, siendo mayor en el
grupo que tuvo TDL >I2 meses (p<0,05).
3.5. Morfología de los linfocitos en sanare periférica
Se analizaron dos grupos, aquellos que tenían una morfología típica (2
pacientes) y los que tenían una morfología atípica (24 pacientes), considerando en cst




linfocitos atípleos, no encontrándose diferencias en los índices de muerte cclul.11 ton
ninguno de los dos fármacos.
3.6. Parrón morfológico de ¡a médula asta
Habia 5 pacientes con afectación medular difusa y 23 pacientes sin patrón difuso
(intersticial, nodular o mixto). Cuando se analizaron ambos grupos con respecto a los
índices de apoptosis inducida por fármacos, el único resultado con poder estadístico fue
el de la apoptosis por clorambucil a las 48 horas, donde inesperadamente el índice fue
mayor en los pacientes con afectación difusa (p<0,05).
i. 7. Niveles de p2 microglobulirta
Se establecieron dos grupos de pacientes según tuvieran valores por encima de
3,5 mg/m! (8 pacientes) e inferiores a 3,5 mg/ml (20 pacientes). Los índices de
apoptosis inducida por clorambucil a las 48 horas y el de fludarabina en ambos períodos
de incubación (excluyendo un valor extremo a las 48 horas con fludarabina) fueron
significativamente menores en los pacientes con una Lasa más elevada de 02
microglobuüna (p<0,05).
3.8. Niveles de táctico dekidrogenasa sérica (LDH)
Los pacientes que tuvieron cifras de LDH >460 U/1 (6 pacientes) no tuvieron un
comportamiento diferente en la apoptosis inducida por fármacos comparados con los
que tenían cifras de LDH <460 U/1 (38 pacientes).
3.9. Niveles de Inmune/globulinas séricas
Se agruparon los pacientes según las cifras de inmunoglobulinas séricas (mg/dl):
IgG: > 1300 (4 pacientes), 600-1300 (27 pacientes), < 500 (13 pacientes)
IgA: > 300 (3 pacientes), 70-300 (24 pacientes), < 70 (17 pacientes)
IgM: > 350 <0 pacientes), 50-350 (16 pacientes), < 50 (28 pacientes)
En ninguno de los grupos se observaron diferencias significativas en relación
con los índices de apoptosis por quimioterápicos.
3.10. Expresión del antigeno CD38 en los linfocitos de sangre periférica
Se establecieron dos niveles de corte según el porcentaje de células leucémicas
que expresaban CD38: 30% (6 pacientes > 30% y 26 pacientes < 30%) y 7% (10
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pacientes > 7% y 22 pacientes < 7%). Cuando se analizaron los Índices de apoptosis m
vitro, sólo se apreció que los valores con fludarubina a las 24 hora» fueron
significalivamenle mayores en el grupo que expresaba el antigeno < 30 %, frente al que
lo exprésate > 30V. (p<0.05).
J. / J. Expresión de la proteína ZA P- 70
Se determinó sólo en tres pacientes y con un punto de corte del 20% de células
que la expresaban no se encontró correlación entre los niveles de proteína y los índices
de apoptosís in vitro con ninguno de los dos fármacos.
3.12. Alteraciones cromosómicas
A) ALTERACIONES DETECTADAS POR FISH
Se estudiaron las siguientes mutaciones: del 6q, del 13q. del liq. del p53.
monosomía 18 y trisomia 12; teniendo en cuenta en cada una de ellas si era un hallazgo
aislado o asociado con otras mutaciones. Se compararon con el resto de los pacientes
que carecían de la alteración.
• Delección 6q. Sólo 2 pacientes tenían esta alteración, uno de ellos como
mutación aislada. Ambos pacientes tenían índices de apoptosis in vitro
inducida por clorambucil más elevados que el resto en ambos períodos de
tiempo (p<0,05).
• Delección J3q. Se observó en 16 pacientes (12 aislada y 4 asociada); cuando
se consideraron los 16 pacientes juntos, sólo se observó que estos tenían,
inesperadamente, índices de apoptosis inducida por clorambucil más bajos a
las 48 horas (p<0,05). Considerando solamente los 12 pacientes con la
mutación aislada, nuevamente se observaron índices mas bajos de apoptosis
por clorambucil en los dos períodos de tiempo íp<0,05).
• Delección 1 Iq. Estaba presente en 4 pacientes (2 como mutación aislada y 2
asociada a otras). Estas 4 muestras no tuvieron un comportamiento diferente
al resto, en la apoptosis inducida por fármacos.
• Delección p53. La presentaron S pacientes (4 como alteración aislada y 4
combinada). Cuando se analizaron los 8 pacientes, se observó un menor
índice de apoptosis inducida por fludarabina a las 24 horas que en los
Resulta din
páctenles que no tenían la mutación (p<0.05) No hubo diferencias en el
resto de los análisis.
• Monosomia 1H. Sólo 4 pacientes la presentaron. 1 como alteración única y
su comportamiento en relación con la apoptosis in vitro no fue diferente al
resto.
• Trisomia 12, Se encontró presente en 11 pacientes (5 aislada y 6 asociada a
otras alteraciones). Tanto cuando se consideraron los pacientes que tenían la
alteración aislada como el grupo completo, no se encontró un diferente
comportamiento en cuanto a la muerte celular inducida por fármacos in vtíro
con respecto al resto de los enfermos.
B) ALTERACIONES EN EL CARIOTFPO
Se dividieron los pacientes en tres grupos: caríotipo normal (24 muestras),
cariotipo anormal con una o dos alteraciones (14 muestras) y cariotipo complejo con
tres o más alteraciones (8 muestras). Con respecto a la apoptosis inducida por
clorambucil, no se apreciaron diferencias en ninguna de las comparaciones. Cuando se
consideraron los resultados de la apoptosis in vilro inducida por fludarabina, los
pacientes con cariotipo complejo respondieron peor in vitro que los pacientes con
cariotipo normal a las 24 y 48 horas de incubación (p<0,05) y en el límite de la
significación estadística cuando se compararon los pacientes con cariotipo complejo y
cariotipo anormal en ambos periodos de incubación (p=0,06 y p=0.07;
respectivamente); en cambio no hubo diferencias de comportamiento in vitro entre los
nacientes con cariotipo normal y anormal. Por último, los pacientes con carioiipo
complejo tuvieron índices de apoptosis más bajos que el grupo conjunto de los que
tenían cariotipo normal y anormal cuando se analizó la muerte celular in vitro inducida
por fludarabina en 24 y 48 horas (p<0,05).
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4. CORRELACIÓN ENTRE LA RESPl ESTA CLÍNICA AL TRATAMIENTO Y LA
APOPTOSIS IN VITRO INDUCIDA POR FÁRMACOS EN LOS PACIENTES
CONLLC-B
Se recogió la respuesta clínica aJ tratamiento con agentes del Grupo Alquilante
(GA) (clonunbucil. clorambucil/ciclofosfamida más prednisona y ciclofosfamida más
prednisona mis vincrístiiu) y con agentes del Grupo Análogos de Punna (GP)
(fludarabina/2-CdA. fludarabina más ciclofosfamida y fludarabina más cicloíbsfamida
mas mitoxantrona). Estos resultados han sido expuestos con detalle en la Tabla 7 y
Tabla 8. Se definió como Respuesta clínica (R) a la que se obtenía en los pacientes que
presentaban Respuesta Completa (RC) o Respuesta Parcial (RP) y como No Respuesta
clínica (NR) la que se obtenía en los pacientes que presentaban Enfermedad Estable
(EE) o Enfermedad Progresiva (EP). Cuando un mismo paciente fue tratado en dos
periodos diferentes con fármacos del mismo grupo (GA o GP), lo que ocurrió sólo con
el grupo GA, si las respuestas clínicas fueron iguales se consideró, lógicamente una sola
respuesta (R o NR); pero si las respuestas fueron diferentes, se seleccionó la que se
consiguió en el episodio terapéutico más cercano a ta fecha del estudio in vitro: tuvo
prioridad el episodio terapéutico que coincidía con la fecha del estudio in vilro y el más
cercano a la fecha del mismo si ambos fueron previos o ambos fueron posteriores. Si un
paciente recibió tratamiento previo y posterior con un mismo grupo terapéutico, a la
fecha del estudio in vifro con respuesta clínica discordante, se eligió obviamente la
respuesta que se obtuvo en el periodo posterior al test in vitro. Cuando se analizaron con
detalle los periodos terapéuticos y las respuestas de los pacientes, se comprobó que cada
paciente que recibió más de un intento terapéutico del mismo grupo tuvo el mismo tipo
de respuesta (R o NR), excepto el paciente número 7 que recibió tres intentos
terapéuticos con fármacos del GA antes de la realización del test in vitro, el primero con
respuesta (R) y los dos siguientes sin respuesta (NR): consecuentemente el resultado
que se valoró fue NR. Estos resultados quedan expuestos en la Tabla 8.
Asimismo se recogieron los resultados del índice de apoptosis in vitro inducido
por clorambucil. fludarabina y 2-CdA a las 24 y 48 horas. Dado que la correlación entre
los valores que se obtuvieron con ambos análogos de purina fue muy alta y que nuestros
pacientes fueron tratados con fludarabina y sólo en una ocasión con 2-CdA (paciente
número 4, en el que además no pudo evaluarse la respuesta), sólo se evaluaron los
resultados de apoptosis in vitro con fludarabina. Estos resultados han sido expuestos con
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detalle en la Tabla 10. El Índice de apoptosis se definió como el cociente del porcentaje
de apoptosis inducida por fármacos > el porcentaje de upoptoMM espontanea I n inJuc
de 1 0 significa falta de respuesta absoluta m vitro.
Se intentó demostrar si el tipo de respuesta clínica al tratamiento con agentes del
GA correlacionó con los resultados de la apoptosis m vitro inducida por cloramhuul a
las 24 y 48 horas. Como complemento de este apartado, se analizó si la respuesta clinica
al clorambucil administrado como fármaco aislado (sin prednisona) se correlacionó con
los resultados de la apoptosis in vitro inducida por clorambucil. Por otra parle, se
intentó correlacionar la respuesta clínica al tratamiento con agentes del GP con los
resultados de la apoptosis in vitro inducida por fludarabina a las 24 y 48 horas. Además
se investigó si la respuesta clinica a la fludarabina administrada como fármaco aislado
se correlacionó con los resultados de la apoptosis in vitro inducida por fludarabina. Se
llevó a cabo el estudio con clorambucil o fludarabina administrados de forma aislada
porque, como ya se ha referido, el porcentaje de respuestas clínicas es algo menor que
cuando se asocia a otros fármacos.
La relación de los pacientes que recibieron tratamiento, las respuestas clínicas y
los índices de apoptosis in vitro por clorambucil y fludarabina, quedan expuestos en la
Tabla 11.
Por último, intentamos aclarar si la correlación in vivo/in vitro es diferente entre
el grupo de pacientes que recibieron agentes de) GA antes del ensayo in vitro y aquellos
que recibieron fármacos del mismo grupo después det mismo. No planteamos la misma
cuestión con agentes del GP, dado que ningún paciente había recibido análogos de
purína previamente.
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Tabla II. Pacientes que han recibido tratamiento farmacológico, la\ respuestas


























































































































































































































































Tabla I i. índices de apoptosis in vitro inducida por fármacos y Ja respuesta clínica al
tratamiento de los pacientes de LLC-B. Se representan los índices de apoptosis in vitro
inducida por clorambucil y fludarabina tras 24 y 48 horas de incubación y las respuesta
clínica que presentaron esos pacientes al tratamiento recibido. Los pacientes pudieron
recibir tratamiento de uno de los grupos terapéuticos o de ambos. Tratamiento. GA: grupo
alquilantes. GP: grupo análogos de purina. Respuesta. R. respuesta. NR: no respuesta, NE.
no evaluable. Fecha en que recibieron el tratamiento con respecto a la realización del ensayo
in vítro. pr: previo, ce: concomitante, pt: posterior.
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4.1. i ttrrrtacum de la rryturUa rítmica a agente* drl ($ i con tm índices de
apophni\ in vitm con cloramhucil a 24 y 48 futras
El tipo de respuesta clínica a agentes dd (¡A no guardo relación significativa
con los valores de apoptosis tn vtm» inducida por clorambucil ni a las 24 m a las 4K
horas En la Figura 3 se representa la comparación de los índices de apoptosis por
clorambucil a las 24 horas de incubación y d tipo de respuesta clínica a agientes dd GA
que presentaron los pacientes
Cuando se seleccionaron de este grupo tos pacientes tratados sólo con
dorambucil. excluyendo los que recibieron doramhucil y prednisona con o sin
vincristina, tampoco se observó correlación entre la respuesta clínica y d índice de
muerte celular in vitro inducida por clorambucil en los dos períodos de tiempo
Respuesta curaca
Figura 3. Correlación de la respuesta cJinica a agentes del GA con los Índices de
apopiosis in vitro con clorambucil a 24 horas. No se observó relación entre d índice de
apoptos» in vitro por clorambucil y el tipo de respuesta clínica que presentaron los
pacientes al tratamiento con agentes del AG
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4.2, Correlación de la respuesta clínica a agente* del 67* con IOÍ índices de
apopto\L\ in vitro corifluttarabina a 24 y 4H hora*
El tipo de respuesta clínica a agentes del (¡P no guardo relación significativa con
los valores de apoptosis in varo inducida por fludarahina a las 24 horas. Sin embargo,
tras 48 horas de incubación con el fármaco, los resultados muestran diferencias en el
límite de la significación estadística (p=0.06). De los 11 pacientes que fueron tratados
con agentes del GP, 9 presentaron respuesta clínica (R) y 2 no respondieron (NR) IXrl
grupo de los 9 que respondieron clínicamente, 7 presentaron índices de apoptosis m
vitro inducida por ftudarabina por encima de 1,7 y los 2 restantes tuvieron índices de
apoptosis de 1,2 y 1.0. Analizando los datos del paciente con índice de apoptosis 1,0
(paciente número 28), se observó que el porcentaje de linfocitos que sufrían apoptosis
espontánea era muy elevado y coincidía con el valor máximo de lodos los pacientes
estudiados (85% y 87% a las 24 y 48 horas, respectivamente), por lo que era cspcrablc
una escasa inducción de muerte celular por los fármacos; de hecho, los índices de
apoptosis tanto con clorambucil como con fludarabina en los dos períodos estudiados
fue de 1,0. Si este paciente es excluido del análisis, la comparación alcanza diferencias
estadísticamente significativas (p<0.05). En cuanto a los dos pacientes que no
presentaron respuesta clínica, ambos presentaron índices de apoptosis de 1.0 y 1,1.
En la Figura 4 se representa la comparación de los índices de apoptosis de los
linfocitos B tras 48 horas en presencia de fludarabina.
Cuando se seleccionaron de este grupo los pacientes tratados sólo con
fludarabina. excluyendo los que recibieron fhidarabina asociada a ciclofosfamida con o
sin mitoxantrona, no se observó correlación entre la respuesta clínica y el índice de
muerte celular in vitro inducida por fludarabina en ninguno de los dos periodos de





Figura 4. Correlación de la respuesta cflruca a agentes del (¡P con los Índices de
apoptosis in vttro con fludarabina a ¡as 48 horas de incubación El paciente numero 28
quedó excluido del estudio tras considerar que su falta de respuesta in vttro a los
fármacos era debida a su elevado porcentaje de apoptosis espontánea
4.3. Influencia deí tmtamirnia previo o concomitante en la correiaciÁn in
vivti/in vitro
Dada la incerttdumbre sobre el efecto que pudiera tener el tratamiento previo o
concomitante con la correlación in vivoin vitro, se intentó analizar sólo los pacientes
que fueron tratados posteriormente a la realización del test in vitro (15 pacientes > En
los que recibieron clorambucil sólo posteriormente (6 pacientes), volvió a no
encontrarse ningún tipo de correlación y en los que recibieron fludarabina (10
pacientes), como todo* tuvieron respuesta clínica, no pudo establecerse la comparación,
si bien 9 pacientes tuvieron índices de apoptosis > 1,3.
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DISCUSIÓN
La leucemia linfoide crónica B (LLC-B) se caracteriza por el Acumulo de
linfocitos B ncoplásicos de aspecto maduro, funcionalmentc inactivos. Son células
detenidas en fase Go y su exceso clona! csiá causado por defectos presentes en ION
mecanismos de apoptosis, muerte celular programada, más que por alteraciones en la
regulación del ciclo celular (Rozman C. 1995). I os pacientes con II ( B en estadios
clínicos iniciales (Binct A ó Rai 0) no deben ser tratados, a menos que la enfermedad
progrese. En contraste, la mayoría de los pacientes sintomáticos por la enfermedad o
con factores de mal pronóstico requieren tratamiento (Chcson BD. 1996).
A pesar de los progresos realizados en el manejo de estos pacientes, este
continua siendo insatisfactorío. Durante muchos años el clorambucil. sólo o combinado
con esferoides, ha sido el tratamiento de elección y el responsable ét respuestas clínicas,
habitualmente parciales, en el 40-60% de los enfermos (Rozman C. 1995; Montserrat E,
1997). La aparición de los análogos de purina. sobre todo la fludarabina, supuso un
avance en la terapia de la enfermedad, consiguiéndose en pacientes no tratados
previamente respuestas de hasta el 80%, algunas veces completas sin enfermedad
residual mínima (Keating MJ, 1993; Keating MJ, 1998; Clavic M, 1998); sin embargo,
las respuestas son transitorias, todos los pacientes recaen eventualmcntc y la
supervivencia no se ha conseguido prolongar (Rai K.R. 2000; Leporrier M, 2001). Por
otra parte, las respuestas a fludarabina de los pacientes que han recaído o son resistentes
a agentes alquilantes es mucho más baja (Sorenscn JM, 1997). Por ello se han buscado
nuevas estrategias de combinación de fármacos quimioterápicos. como fludarabma.
ciclofosfamida y mitoxantrona (Bosch P. 2002). la asociación de quimioterapia y
anticuerpos monoclonales, como fludarabina, ciclofosfamida y ntuximab fKeating MJ.
2003) y en los últimos años el trasplante de progenitores hematopoyéticos (Ridgen M.
2003). Estos nuevos enfoques terapéuticos han demostrado una mayor eficacia en el
porcentaje y en la calidad de las respuestas, con frecuencia consiguen remisión
molecular, pero todavía no está claro su impacto en la supervivencia.
El panorama expuesto, los efectos secundarios de los tratamientos enumerados y
el tipo de población enferma, habitualmente ancianos con otras patologías, mantiene
todavía el interés práctico por los fármacos iniciales: la fludarabina y el clorambucil con
o sin esteroides.
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El mecanismo de acción del clorambucil y de ios análogo» de punna. liudarabma
y 2-clorodcoxiadcnosina, es complejo incluyendo la inducción de apoptovis (BcjLlcttcr
A, 1994; Zinzani PL. 1994; Pettitt AR, 2003).
El clorambucil induce la muerte celular programada en los linfocitos 14 de U,C-
B (Bcgleitcr A, 1994) y su efecto antitumoral se ha atribuido a su capacidad alquilante \
formadora de entrecruzamientos en el ADN (Bcglcitcr A. 1991). aunque también puede
unirse al ARN y proteínas.
La fludarabina es un análogo de la adenina cuyo principa) mecanismo de acción
es inhibir la síntesis de ADN actuando sobre un gran número de enzimas (Kcating M.l.
1994). Es una prodroga sintética que es rápidamente defosforílada a I -ara-A (9-|l-D-
arabinofuranosil-2-fluoroadenina) por fosfatasas séricas. I -ara-A es el principal
nretabolito plasmático de la fludarabina y es capaz de entrar en las células donde se
trasforma en la forma activa (F-ara-ATP). Esta forma activa parece inhibir ta ADN
polimerasa a, ribonucleótido reductasa y ADN primasa. La incorporación de F*ara-ATP
a las cadenas de ácidos nucleicos elongadas resulta en la finalización de la síntesis de
ADN. Además de este efecto, es conocida su gran actividad contra neoplasias de bajo
índice mitótico, tal vez en relación a la capacidad que tiene este agente para activar la
apoptosis de los linfocitos, tanto en fase de división como de quiescencia (/i rizan i I'I
1994; Plosker GL, 2003; Pettitt AR, 2003).
La 2-clorodeoxiadcnoMn.) es un análogo de dcoxiadenosina que consiste en la
sustitución de un átomo de hidrógeno de la posición 2 del anillo de punna por un átomo
de cloro y es igualmente activo frente a los linfocitos en división como frente a los que
están en reposo. Se considera que permite la acumulación de roturas en las hebras de
ADN, que conduce a una activación de la poli (ADP-ribosa) polimerasa que consume el
NAD y ATP celular y produce como consecuencia la muerte de la célula (Saven A.
1994). También se ha observado la activación de un programa de muerte celular poi
apoptosis (Castejón R, 1997), siendo considerado actualmente el principal mecanismo
de acción (Pettitt AR, 2003).
La sensibilidad in vitro a fármacos quimioterápicos en pacientes con cáncer ha
sido investigada durante décadas, más intensamente desde 1978 fSalmón SE. 1978).
Aunque los resultados publicados son atractivos, ya que son capaces de identificar la
sensibilidad y sobre todo la resistencia a fármacos de un elevado porcentaje de pacientes
(Kern DH. 1990; Weisenthal LM, 1985) y consecuentemente podrían ayudar a evitar la
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utilización de fármacos ineficaces, la evidencia es que no han conseguid" jugar un papel
importante en el manejo habitual de ION enfermos oncológicos (Hosanquci ACi. 1991).
l a leucemia linfoide crónica es una de las enfermedades en Lis que se ha
investigado el valor de los ensayos de sensibilidad m vitrn a fármaco*. \ su posible
utilidad clínica. Estas pruebas han sido de dos tipos, estudios de viabilidad celular « Je
cuantifícación de apoptosis.
Los estudios realizados por otros autores (Morabito P, 1996; Bosanqud AG.
199t). en relación a la citotoxicidad inducida por fármacos in vitro en la LLC-B.
generalmente utilizan análisis de viabilidad celular mediante métodos como el MTT y el
DiSC. Hosanquci el al determinaron la quimiosensibilidad utilizando un método de
exclusión de colorante vital para medir la viabilidad celular (DiSC: difercntial slaining
cytotoxicity) y Morabito et al un ensayo de viabilidad celular que depende de la
reducción enzimática del dimetiltiazol-difeniltctrazolio (MTT) a MTT formazan. Los
resultados observados con el ensayo MTT correlacionan bien con los del DiSC (Hanson
JA, 1991). Estos métodos valoran en su conjunto el porcentaje de células viables,
respecto al de células muertas, sin diferenciar células apopléticas de necróticas.
La cuantifícación de la apoptosis puede ser realizada con diferentes métodos.
Los más extendidos son la microscopía óptica o electrónica, los métodos moleculares y
los citométricos. La citometría de flujo ofrece diversas posibilidades de determinar el
porcentaje de células apoptóticas. Uno de los métodos citométricos más sencillos es la
observación de las características de la dispersión de luz de las células apoptóticas. que
debido a su disminución en el volumen celular, presentan una menor dispersión de luz
hacia delante (FSC o Forward Scatter, equivalente al tamaño celular) y lateral (SSC o
Side Scatter. equivalente a la granularidad celular) que las células vivas Otra forma de
determinar la apoptosis es mediante la tinción del ADN con ioduro de propidio (IP)
Debido a la condensación de la cromatina y a la fragmentación del núcleo, es lógico que
tanto la pérdida de ADN como una disminución en la accesibilidad del IP sean los
responsables de la pérdida de la cantidad de fluorescencia que muestran las células
apoptóticas. Estas células apoptóticas aparecen como un pico en la zona inmediatamente
inferior al pico G<>/G| de las células vivas (Nicoletti I, 1991). Sin embargo, estos
métodos se han visto superados por la determinación de la apoptosis mediante mareaje
con ioduro de propidio y anexina V, Se conoce que uno de los hechos que tienen lugar
en la apoptosis temprana es la exposición de la fosfatidilserína en la cara externa de la
membrana plasmática. La anexina V se une preferentemente a los fosfolípidos cargados
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como la fosfatidlscnna. De este modo, la anexina V conjugada con fluotrscema puede
usarse- como un marcador para identificar células apoptóticas por citomctría de flujo
(Castedo M, 19%). Además, gracias al análisis multiparaniétrico. se puede cuanuficar
la apoptosis en poblaciones celulares concretas, utilizando anticúenos mornK loríales
frente a células B y T (BcUostllo B. 1999).
liste método de la tinción con anexina V y citomctría de flujo ha sido el utilizado
en nuestro trabajo, porque permite cuantiílcar de una forma objetiva, sensible y rápida.
el porcentaje de células apopléticas y además porque los quimiotcrápicos utilizados
(clorambuci!, 2-clorodeooxiadcnosina, fludarabina) tienen como mecanismo de acción
común la inducción de apoptosis. Hemos considerado el porcentaje de células en
apoptosis global (precoz y tardía) y se ha relacionado el porcentaje de apoptosis in vttro
inducido por fármacos, con la apoptosis observada basalmentc. sin fármaco. ! ste
cociente nos parece de suma importancia en una entidad como la LLC-B con una
predisposición especial a la apoptosis espontánea in vítro y porque lleva implícito el
aumento de apoptosis atribuible al fármaco en cada paciente.
TRATAMIENTO Y RKSPUESTA CLÍNICA or LOS PACIENTES CON LLC-R
Las características clínicas de la serie de pacientes que presentamos concuerdan
con las publicadas en la bibliografía, así como el porcentaje de enfermos tratados, el
número de intentos terapéuticos y el tino de fármacos utilizados, teniendo en cuenta el
amplio periodo durante el que fueron seguidos los enfermos. Si se analizan las pautas
terapéuticas que se han utilizado en nuestros pacientes a lo largo de los años..
corresponden bien con los avances en el tratamiento, que abarca desde agentes
alquilantes, análogos de purina. combinación entre ellos, anticuerpos monoclonales y
trasplante de progenitores (Rozman C, 1995; Kipps TJ, 2002; Rai KR. 2000). El test de
sensibilidad a los fármacos in vitro en nuestros pacientes se realizó entre 1996 y el año
2002. No fue un estudio prospectivo y por tanto el médico encargado del manejo clínico
de los pacientes eligió el momento y pauta terapéutica más adecuada, que no fue
siempre clorambucil o fludarabina aislados. El seguimiento se extendió durante varios
años, ya que se intentó incluir un número más elevado de pacientes tratados y algunos
no recibieron quimioterapia hasta varios años después del estudio de apoptosis in vitro
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en nuestro laboratorio. Las respuestas a agentes alquilantes solos vs agente» alquilante?»
•( v lados a prcdnivma o de tludarabma como fármaco aislado vs fludarabina asociada a
otros fármacos, se consideraron junias. Aunque el porcentaje de respuestas de nuestros
pacientes parece favorecer el tratamiento combinado, nuestro estudio es retrospeetm* >
no es posible comparar las respuestas terapéuticas de los pacientes al no ser grupos
homogéneos. Además, los datos de la literatura médica no están claros a este respecto
(Han T. 1973; Jaksic B. 1988: Rai KR. 2000; O'Brtcn S. 2001a). si bien la utilización
de algunas combinaciones farmacológicas parece conseguir un número mayor de
respuestas clínicas (Bosch F. 2íX)2).
APOPTOSIS ESPONTÁNEA E INDI'CIDA POR FÁRMACOS(CLORA MBICIL, Fl.l DARABINA
V 2-CLORODEOXlADENOSINA) EN LINFOCITOS B DE SANGRE FERIFF.RK A
DE LOS rACIENTES CON L L C - B
A diferencia de lo que ocurre m vivo, cuando se incuban las células de la LLC-B
se produce, ya en las primeras 24 horas, muerte celular espontánea por apoptosis a pesar
de la presencia de suero bovino fetal en el medio de cultivo (Collins RJ. 1989). Este
hecho sugiere que la prolongada supervivencia in vivo de los linfocitos de LLC-B puede
atribuirse a factores humorales o celulares capaces de proteger a estas células de la
muerte por apoptosis (Castejón R, 1999; Gallego A. 2003). Los pacientes que estaban
recibiendo tratamiento en el momento del estudio no presentaron un aumento en e!
porcentaje de células apoptóticas. lo que no permite aclarar si las células que se
incubaban estaban sensibilizadas o resistentes al fármaco.
Se investigó la inducción de apoptosis in vitro por los agentes quimioterápicos
de los dos grupos terapéuticos básicos, clorambucil. fludarabina y 2-CdA. utilizando
dosis equivalentes a las farmacológicas, observándose que existía con los tres fármaco*,
un aumento significativo de la apoptosis. en relación con la espontánea en los mismos
periodos de incubación (Tabla 9). Cuando se comparó con cada fármaco individual los
resultados a 24 y 48 horas, sólo se observaron diferencias significativas en el grupo de
los análogos de purina. Aunque no existe una explicación plausible, parece que la
duración de la eficacia in vitro de los análogos de purina es mayor que la de los agentes
alquilantes. Consecuentemente, cuando se investigaron los índices de apoptosis para
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cada fármaco en ambos periodos de tiempo, se volvió • encontrar diferencias en las
muestra* incubada* con fludurahitui y con 2-CdA.
I-a comparación de los índices de apoptosis con los tres fármacos no BOMA
diferencias significativas en ninguno de los periodos de tiempo (labia JO) Morabito , /
ai concluyen, utilizando un ensayo que mide viabilidad celular, que por unidad de
concentración la mayor potencia para inducir apoptosis in viiro corresponde a la 2-CdA
seguida de fludarabina y clorambucil. pero cuando se consideran los resultados
obtenidos, comparando las concentraciones equivalentes a los niveles que los fármacos
alcanzan en plasma, la droga más eficaz es la fludarabina seguida de 2-CdA y de
clorambucil (Morabito F, 1996). Estas diferencias pueden explicarse por las distintas
técnicas utilizadas, los variados tiempos de incubación o por una mayor concentración
de clorambucil en nuestro estudio. Por otra parte, no está claro el grado de concordancia
de la calidad de la respuesta in viiro con ambas familias terapéuticas (Silber R. 1994;
Bosanquet AG, 1991; Bosanquet AG. 1999a): en nuestra serie 8 pacientes que tuvieron
índices de apoptosis por ctorambuci) iguales o menores a 1,3 presentaban índices de
apoptosis por fludarabina iguales o mayores a 1.7 y en otros 8 pacientes ocurrió lo
contrarío (Tabla 10).
De forma esperada, se observó un elevado coeficiente de correlación entre los
dos análogos de purina (Tabla 10), ya que son fármacos con el mismo mecanismo de
acción y respuestas clínicas semejantes. Esta concordancia apoya la Habilidad de los
resultados obtenidos en el ensayo in viiro. Aunque en general existe concordancia entre
ambos análogos de purina. y la mayoría de las muestras que son sensibles a fludarabina
lo son también a 2-CdA. en la bibliografía aparece un grado variable de discordancia
que oscila entre el 10 y el 30% utilizando técnicas de DiSC y MTT (Bosanquel AG.
1999b; Morabito F. 1996; Begleiter A, 1995). Del mismo modo, también existe
controversia sobre la utilización de 2-CdA en pacientes con resistencia clínica a
fludarabina (Juliusson G, 1992; O'Brien S, 1994).
Con respecto a la influencia del tratamiento previo, se tuvieron en cuenta los
pacientes que habían recibido tratamiento previo al estudio in viiro y los que estaban
siendo tratados en dicho momento; el análisis de estos subgrupos permite afirmar que
los pacientes que han recibido tratamiento previo con agentes alquilantes muestran un
menor índice de apoptosis inducida por fludarabina. lo que sugiere una posible
resistencia cruzada entre ambos fármacos. En la práctica clínica, los pacientes tratados
previamente con agentes alquilantes responden peor a fludarabina que los que no han
74
recibido tratamiento previo (Sorenscn JM. 1997). Utilizando el método MTT, Siibcr el
al demuestran que la concentración de clorambucil requerida para ohicncr el mismo
efecto de apopiosis m vitro es mayor en los pacicnlcs tratados previamente <*>brc iodo
con clorambucil) que en los no tratados (Silbcr K. 1994) y por otra parle, que esta
concentración aumenta rápidamente en el plazo de pocas semanas cuando se comicn/a
tratamiento con dicho fármaco. Con la misma técnica, otros autores no encuentran
valores diferentes para clorambucil y si una mayor tendencia de resistencia ¡n vifro a
fludarabina (Morabito F. 19%). Más recicntemcnic. liosanquet el al describen un
mayor porcentaje de pacientes con resistencias in vitro a fludarabina en el gnipo que ha
recibido tratamiento previo (31%), sobre todo si el fármaco administrado es fludarabina
(53%), cuando se compara con el grupo de pacientes que no ha sido tratado previamente
(12%) (Bosanquet AG, 1999a). Estos mismos autores, en una publicación previa.
utilizando el método DiSC para cuantificar la muerte celular, investigan el desarrollo de
resistencias pleiotrópicas (resistencias a diversas drogas con mecanismos distintos)
inducidas por tratamientos previos con varios tipos de fármacos. En su trabajo
concluyen que el clorambucil y la fludarabina inducen pocas resistencias pleiotrópicas y
por el contrarío, la ciclofosfamida y antraciclinas las inducen con frecuencia;
curiosamente» el tratamiento previo con ciorambucil determina un aumento de la
sensibilidad in vitro a esteroides (Bosanquet AG, 1996).
Por último, aunque en nuestro trabajo no se ensayó la combinación de fármacos
in vitro, varios grupos han explorado el comportamiento de drogas asociadas,
demostrando el efecto sinérgico o aditivo de alguna* de ellas. Se han ensayado en
diferentes combinaciones, entre otras, clorambucil. ciclofosfamida. metilprednisolona.
fludarabina. 2-CdA. pentostatina. mitoxantrona. doxomibicina. etopósido y citarabina
(Morabito F, 1997a; Callea I, 1998; Bosanquet AG, 1995; Bellosillo B, 1998; Bellosillo
B. !999;KanoY.2000).
CORRELACIÓN ENTRE LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y LA APOPTOSIS
I/V VITRO INDUCIDA POR FÁRMACOS EN LOS PACIENTES CON L L C - B
La historia natural de la LLC-B es extremadamente variable, mientras algunos
pacientes tienen un curso evolutivo rápido otros evolucionan más lentamente y alcanzan
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supervivencias similares a las de la población general (Kipps TJ. 2002; RAÍ KK. 2000).
Este comportamiento hctcwgencu \ las elevadas expectativas terapéuticas actuales,
aumentan La importancia de mejorar nuestra habilidad para identificar pacientes de mal
pronóstico (Shanafelt TI). 2(XM). los tratamientos recientes con anticuerpos
monoclonaJes en combinación con quimioterapia han conseguido respuestas
extraordinaria*. (Schutz H, 2002; Byrd JC. 2003) y existen progresos en el campo del
trasplante de progenitores hematopoyeticos en pacientes jóvenes con enfermedad
refractaria o agresiva (Ritgen M, 2003). No obstante, todavía no hay seguimientos
suficientemente largos para comprobar una mejoría de ia supervivencia.
A lo largo de los años se ha investigado el significado pronóstico de
determinadas características en tos pacientes con LLC-B. Aunque todavía no existe un
modelo estadístico en la práctica clínica, en base a los resultados descritos en la
bibliografía, se recomienda atender especialmente (Shanafelt TI). 2004) al estadio
clínico de Raí o de Binet (Rai KR, 1975; Binet JL. 1981), al tiempo de duplicación
linfocitaria (Montserrat E, 1986), a la fJ2 microglobulina (Kcating MJ. 1995; Molica S,
1999). a los hallazgos citogenéticos por FISH (Dohner H, 2000). al porcentaje de
expresión de CD38 (Damle RN 1999; Hambling TJ. 2002) y si es posible al estado
mutaciona) de la región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas IgVh
(Damle RN. 1999; Hambling TJ, 1999; Krober A. 2002) y a la cuantificación de la
proteína ZAP-70 (Wicstener A, 2003; Crespo M, 2003).
En el trabajo actual se reali/ó un estudio de correlación de diferentes variables
clínicas con los índices de apoptosis in vitro a clorambucil y a fludarabina a las 24 y a
las 48 horas de incubación. Se analizó la edad y sexo, el estadio de Rai y de Binet. la
cifra y morfología de linfocitos en sangre periférica, el tiempo de duplicación
linfocitaria (TDL). el patrón de afectación de la médula ósea, la tasa sérica de p2
microglohuiina. la cuantificación de inmunoglobulinas y las anomalías cromosómicas.
Recientemente, en tres casos de la serie se determinó la proteína ZAP-70. Cabe destacar
que se analizaron las características clínicas que los pacientes presentaban en la fecha de
realización del ensayo en el laboratorio, excepto la biopsia de médula ósea, el estudio
genético y el tiempo de duplicación linfocitaria que fueron realizados en otros
momentos. Esto es importante, ya que los factores pronósticos pueden cambiar con la
evolución de la enfermedad, incluso las anomalías cromosómicas (Fegan C, 1995) y la
expresión de CD38 (Hambling TJ, 2002).
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resultados sugieren que la apoptosis inducida por claramhual >
fludarabina guarda relación con los estadios de Raí y de Hinct: con clorambucil los
páctenles con estadios intermedios (Raí III y Binct B) tuvieron Índices menores que !<»>
de estadios precoces (Raí 0 y Binct A), sobre todo a 24 horas y con fludarabina y 2-í JA
los pacientes con estadios más avanzados (Raí III-1V y Binet C) tuvieron un menor
Índice que los de estadios más precoces (Raí 0 y Binct A), sobre todo a 48 horas. liste
diferente comportamiento temporal quizá guarde relación con la eficacia de ambas
drogas en los dos tiempos de incubación. El nivel sérico de [12 microglobulina también
marcó diferencias significativas en el porcentaje de muerte celular inducida por ambas
drogas, concordante probablemente con la relación que existe entre el estadio clínico y
los niveles de 02 microglobulina (Spati B. 1980. Simonsson B. 1980). Del resto de los
parámetros estudiados, sólo se encontró correlación de la apoptosis inducida por
fludarabina a las 24 horas con el tiempo de duplicación linfocitaria, la expresión de
CD38 y la delección p53 (cuando se encontraba combinada con otras anomalías
genéticas). Más consistentes fueron las alteraciones del cariotipo. ya que se observó que
el índice de apoptosis con fludarabina en los dos períodos de tiempo fue
significativamente inferior en pacientes con cariotipo complejo (igual o más de tres
anomalías cromosómicas) que en aquellos con cariotipo normal y se acercó al
significado estadístico si se comparaba con los de cariotipo anormal (una o dos
alteraciones cromosómtcas). En los tres pacientes en los que se determinó la proteína
ZAP-70. dos con expresión celular de la proteína superior al 20% y uno con expresión
del 2%. no se encontró paralelismo con los índices de apoptosis inducida por fármacos.
También es destacable la correlación inversa cuando se tuvo en cuenta el patrón de
médula ósea, de tal manera que los pacientes con afectación difusa tuvieron índices de
apoptosis inducida por fármacos más elevados que los que tenían afectación nodular,
intersticial o mixta.
En los trabajos publicados, se ha insistido poco en la correlación de factores
pronósticos y muerte celular in vitro inducida por fármacos. El grupo de Morabito no
encuentra correlación entre la viabilidad celular en presencia de clorambucil y
fludarabina in vitro, con los estadios de Rai y Binet ni con el tiempo de duplicación
linfocítana. pero si con los niveles de LDH y el patrón de afectación medular (Morabito
F, 1996). Tampoco Silber el ai encuentran relación entre el estadio clínico y la respuesta
a clorambucil in vitro (Silbcr R, 1994). ni Bosanquet et al entre la edad y la muerte
celular con diferentes familias de fármacos (Bosanquel AG, 2000). El grupo de
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Montscrrai, igualmente no observa correlación entre el estadio clínico, la (12
microglobuhna, la irisomía del cromosoma 12 y el inmuno fenotipo con la muerte
celular inducida por fármacos in virro (Bcllosillo B, 1999).
Posiblemente los diferentes tipos de técnicas utilizadas para cuantificaí la muene
celular in vitro. tos variables periodos de incubación de los fármacos y los distintos
momentos de recogida de los factores pronósticos con respecto a la fecha del ensavu en
el laboratorio, puedan explicar la discordancia con nuestros resultados. Es planteahic no
obstante, que la extensión de la enfermedad y ta masa tumoral implícitas en algunos de
los factores pronósticos clásicos, determinen una supervivencia diferente, pero no
necesariamente una distinta sensibilidad a los fármacos.
El gen p53 es un regulador fundamental de la muerte celular a través del daño en
el ADN, cuya inactivación por mutación o delecetón alelica se encuentra en el 10-15%
de los pacientes (El Rouby S, 1993; Stlber R, 1994; Dohner H, 1995). sobre todo si han
sido tratados previamente (Sturm I. 2003). Existe una correlación positiva entre la
inactivación del gen p53 y la resistencia clínica al clorambucil (II Rouby S. 1993.
Silber R, 1994) y a los análogos de purina (Dohner H, 1995), así como con la
mortalidad (Sturm 1, 2003). No obstante, existen pacientes con el gen p53 mutado que
pueden responder a clorambucil o fludarabina y enfermos con p53 no mutado resistentes
a los mismos fármacos, por lo que no parece un factor definitivo en la resistencia a
drogas en la leucemia linfoide crónica (Morabito P, 1997b: 1:1 Rouby S, 1993), Cuando
se ha investigado la capacidad in vitro de inducción de mucne celular por clorambucil o
fludarabina. las concentraciones de fármaco necesarias para un mismo efecto en la
apoptosis, fueron más altas en el subgrupo de pacientes con pS3 mutado que en el que
tenía p53 tipo salvaje (Sturm 1. 2003).
El estudio de la expresión de otras proteínas implicadas en los mecanismos de
apoptosis. como por ejemplo la familia de bcl-2, demuestra que no existe correlación
entre los niveles de estas y la inducción farmacológica de apoptosis in vitro (Morabito
F, 1997b; Bosanquet AG, 2002).
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Los modernos avances terapéuticos en la leucemia linfoidc crónica son
prometedores y es posible que mejoren la supervivencia de los pacientes, pero en la
actualidad la falta de un tratamiento curativo junio con el curso heterogéneo de la
enfermedad y ta diversidad de tratamientos hacen necesario el desarrollo de pautas
adaptadas a factores de riesgo. Entre estos se encuentran los relacionados con el propio
tratamiento, como ta sensibilidad de la enfermedad al tratamiento, las terapias previas,
el número de intentos terapéuticos, el grado y la calidad de las respuestas y el estado de
la enfermedad residual mínima (Montserrat E. 2001). La relevancia de lo dicho estriba
en que la respuesta ai tratamiento es un factor pronóstico en si mismo {Catovsky D.
1989). El impacto de la respuesta inicial en los intentos terapéuticos posteriores debe ser
considerado ya que pacientes refractarios o que recaen a los agentes alquilantes,
responden peor a los análogos de purina y la falta de respuesta a estos hace difícil el
rescate con otros procedimientos terapéuticos (Montserrat E, 2001).
Por razones obvias, la posibilidad de predecir la respuesta a diferentes
modalidades terapéuticas basándonos en modelos in vitro es atractiva. Hntrc los ensayos
de citotoxicidad utilizados destaca el MTT y el DiSC, ya comentados (Bosanquet A(¡.
1991: Morabito F. 1996; Dcllosillo B. 1999). Estas técnicas no han sido utilizadas de
manera rutinaria, pero varios estudio* han analizado la correlación entre los resultados
in vitro y la respuesta terapéutica in vivo. Si este procedimiento de laboratorio
identificara adecuadamente a los pacientes, consiguiendo prever la respuesta a un
determinado fármaco, se podría evitar la exposición innecesaria a determinados
medicamentos no efectivos, sus efectos tóxicos» el gasto económico adicional y la
aparición de resistencias (Montserrat E. 2001).
Con la técnica que hemos utilizado en el trabajo actual para cuantificar la
apoptosis espontánea e inducida por fármacos (anexina V/ioduro de propido), no se
encontró correlación positiva entre las respuestas clínicas al tratamiento con agentes del
grupo alquilante (GA), fundamentalmente clorambucil y los índices de la apoptosis in
vitro inducida por ciorambucil a las 24 ni a las 48 horas de incubación. Esta falta de
correlación se mantuvo cuando se excluyeron los pacientes que habían recibido
tratamiento previo con fármacos del GA.
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Cuando se intentó buscar la correlación en el grupo que recibió análogos de
punna, se observó que a las 48 horas de incubación los pacientes que respondían
clínicamente a fármacos de este grupo tuvieron índices significativamente más elevados
que los que no presentaron respuesta clínica En los casos que pudieron ser evaluados.
ys que no todos tenían la determinación in vitro realizada a las 48 horas, se constató que
de los 9 que respondieron clínicamente, 7 presentaban índices por encima de 1.7 y dos.
índices de 1.2 y 1.0. El paciente que tuvo un índice de apoptosis de 1.0 lo presentó para
todos los fármacos y en todos los periodos de tiempo, lo que nos indujo a comprobar sus
valores de apoptosis espontánea, observando que era inusualmente elevada, la mayor de
los 50 pacientes (85 y 87% en los dos periodos de incubación), por lo que consideramos
que su inclusión en la valoración de la respuesta de muerte celular inducida por
fármacos era muy cuestionable ya que casi todas las células se morían espontáneamente
Los dos pacientes que no presentaron respuesta clínica tuvieron índices de 1.0 y 1.1. Por
tanto, podemos inferir que en nuestro estudio el valor predictivo positivo (pacientes con
índices elevados de apoptosis que presentaron respuesta clínica) fue de I y el vaior
predictivo negativo (pacientes con índices bajos de apoptosis que no respondieron
clínicamente) de 0,66. Estos datos no se modificaron cuando se excluyeron los
pacientes que habían recibido tratamiento previo con fármacos del GA.
Uno de los inconvenientes de nuestro estudio es que el tiempo trascurrido entre
el ensayo en el laboratorio y el tratamiento, fue variable y con frecuencia prolongado \
se ha descrito que la sensibilidad in vitro a los fármacos puede variar con el tiempo
(Silber R, 1994; Morabito, 1996), lo que hace sugerir a algunos autores que dicho
periodo no sea superior a un año (Bosanquet AG. 1999a). Por otra parte, algunos de
nuestros enfermos tratados con clorambuci!. lo fueron únicamente con anterioridad al
ensayo in vitro.
Las publicaciones que analizan el valor predictivo de la muerte celular in vitro
inducida por fármacos y la respuesta clínica a estos mismos fármacos en la LLC-B, son
escasas y no siempre fáciles de interpretar ya que utilizan métodos y periodos de
incubación in vitro diferentes, distintas concentraciones de fármacos, porcentajes
variables de enfermos con tratamiento previo e incluso métodos diferentes de
evaluación de la respuesta clínica. Estos trabajos, aunque no siempre concordantes, en
general apoyan el valor predictivo de la muerte celular in vitro inducida por análogos de
purina en la respuesta clínica.
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Existen pocos estudios de correlación in vitro m vivo con cloramhucil > por
tanto, Uu conelu-siones no son definitivas Silhcr et al en una maestra de IS pacientes.
encuentran una correlación positiva entre la concentración de cloramhucil requerida
para inhibir viabilidad celular y la rc\pucsu clínica .1 dicho fármaco (Silhcr R. |*>94).
Callea fi al en un estudio de 29 pacientes tratados con dosis altas de clorambucil.
encuentran que los niveles de apoptosis ¡n viera pueden predecir la respuesta clínica
pero, sugieren que deben ser explorados otros marcadores biológicos (Callea V. 1999).
Las altas dosis de clorambucil utilizadas clínicamente en su estudio hace difícil sacar
conclusiones definitivas.
Los estudios con análogos de purina son más contundentes, aunque los
resultados no son uniformes. Higenfeld et al fracasan en el intento de encontrar algún
tipo de correlación entre la citotoxicidad in vitro y la respuesta clínica en 9 pacientes
(Higenfeld E, 1995). Gottardi el ai, utilizando ioduro de propidio. en una serie de 10
pacientes, encuentran que 5 con apopiosis prominente respondían al tratamiento con
fludarabina, pero sólo 3 de los 5 con un porcentaje bajo de apoptosis no tuvieron
respuesta clínica (Gottardi D. 1997). Bromidge et a! trataron 12 pacientes con análogos
de purina y utilizando la técnica de TdT (terminal deoxynuclcotidyl transfiérase) para
cuantificar apoptosis, fueron capaces de predecir la respuesta clínica en 10 de 12
pacientes (Brotnidgc TJ, 1998). Más consistentes son los trabajos del grupo italiano y
británico (Morabito F, 1998; Bosanquet AG, 1999a). Ix>s investigadores italianos, en
una serie de 31 pacientes observan una estrecha correlación entre los diferentes tipos de
respuesta clínica y las concentraciones de droga in vitro necesarias para conseguir el
mismo efecto apoptótico. Los pacientes sensibles in vitro respondieron clínicamente.
pero el 50% de los pacientes que no respondieron in vitro lo hicieron clínicamente. El
grupo inglés, en una serie de 66 pacientes, comunicó que los enfermos cuyas muestras
eran sensibles in vitro a fludarabina respondieron clínicamente en el 69%, pero en los
que eran resistentes in vitro. sólo se documentó respuesta clínica en el 7%. Además, los
pacientes que presentaban sensibilidad in vitro a la fludarabina tenían una mediana de
supervivencia mayor que los que presentaban resistencia y en este último grupo, los
pacientes tratados con fludarabina sobrevivían menos que los tratados con otros
fármacos. Un estudio de ios mismo autores sobre las ventajas económicas de utilizar el
ensayo de DiSC en el manejo de los pacientes con LLC-B, sugiere que el método es
coste-efectivo (Masón JM. 1999).
81
Con 2-CdA los resultados son semejantes a los publicados con íludarabma y asi.
en un estudio de 34 pacientes la respuesta w \ur,> fue prcdicinra de la respuesta <. linua
en 32f ya que sólo 2 pacientes sensible .il lurmaco ;/; \itr,, no respondieron
clínicamente (Bosanquet AG. 1999b).
Se han realizado estudios de correlación de apoptosis m vitro y respuesta clínica
con Otros fármacos como la mctilprednisolona con escaso número de pacicnics, pero
resultados alentadores (Bosanquet AG, 1995) y de forma más consistente el grupo de
Barcelona demuestra en 20 pacientes una correlación positiva entre viabilidad celular in
vitro de muestras incubadas con fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrona y la
respuesta clínica con dicha combinación (Bosch Y. 2002).
Dado el escaso número de pacientes de nuestro estudio, no es posible extraer
conclusiones definitivas, pero podría conjeturarse que los pacientes que presentan un
índice de apoptosis a las 48 horas de incubación con fludarabina por encima de 1.5
tendrían aJlas expectativas de respuesta clínica, mientras que por debajo de 1.5 la
predicción de falta de respuesta sería algo menor (Castejón R, 1997; Morabito F. 1998).
A la vista de nuestros resultados, el estudio de la apoptosis in vitro inducida por
fármacos puede predecir la respuesta terapéutica en pacientes con LLC-B tratados con
análogos de purina. Es necesario en un futuro, realizar un estudio prospectivo que




1. El clofmmbik.il y los análogos de punna. fludarabina y 2-clorodeoxiadcnosina.
inducen apoptosis in vitro en los linfociios B de pacientes con U (-11 a
concentraciones equivalentes a las alc.uiAul.is con su uso farmacológico
2. El valor de la media de los índices de apoptosis inducida por clorambucil no
mostró diferencias significativas con respecto aJ observado con análogos de
punna.
3. Los Índices de apoptosis in vitro observados con fludarabina y 2-
clorodcoxiadenosina son similares, mostrando un elevado coeficiente de
correlación.
4. Los pacientes con LLC-B que han recibido tratamiento previo con agentes
alquilantes muestran un menor índice de apoptosis in viira inducido por
fludarabina,
5. Los índices más bajos de apoptosis in vitro inducida por clorambucil en
pacientes con LLC-B se relacionan con el estadio clínico avanzado y los niveles
altos de p2 microglobulina. Los índices más bajos de apoptosis in vitro inducida
por fludarabina se relacionaron igualmente con el estadio clínico avanzado y los
niveles de ^2 microglobulina y además con un tiempo de duplicación linfocilana
<I2 meses. CD38 >30%. disfunción p53 y cariotipo complejo.
6. Es posible establecer una correlación entre las respuesta in vi/ro y la respuesta
clínica al tratamiento con fludarabina en pacientes con LLC-B. no así en el caso
de clorambucil. En nuestra serie aquellos pacientes que presentaron un índice de
apoptosis inducida por fludarabina >1.7 respondieron clínicamente al
tratamiento con fludarabina.
7. El estudio de la apoptosis in vitro inducida por fármacos puede predecir la
respuesta terapéutica in vivo en pacientes con LLC-B tratados con análogos de
purina. Es necesario realizar un estudio prospectivo que defina claramente el
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